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Sc
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potencialni vektor za dostavo teh protiteles v možgane zaradi lastnosti 
samoobnavljanja, diferenciacije, imunomodulacije, sposobnosti prečkanja krvno-
možganske pregrade ter pato-tropizma. V naši raziskavi smo skušali vstaviti zapis 
za fragment scFv protitelesa V5B2 v mišje MMC s pomočjo elektroporacije. V 
prvem delu smo optimizirali pogoje elektroporacije, in sicer smo uporabili 8 
kvadratnih pulzov, dolgih 1 ms, z močjo električnega polja 1,0 kV/cm in frekvenco 
1 Hz. Celice v koncentraciji 3 x 10
6
 celic/ml smo porirali v visoko prevodnem 
pufru. Koncentracija plazmida z vstavljenim GFP je bila 30 µg/ml. Elektroporacijo 
smo ponovili s plazmidi z vključki za znotraj- in zunajcelično izražanje scFv V5B2. 
Celice smo okarakterizirali s pretočno citometrijo in ugotovili, da ima 
elektroporacija le majhen vpliv na fenotip MMC. Prisotnost scFv V5B2 v celicah in 
gojišču smo skušali dokazati z imunocitokemijsko analizo in testom ELISA, a 
nismo bili uspešni. Glede na naše rezultate se scFv V5B2 ne izraža v mišjih MMC. 
Za uspešno izražanje bi bila potrebna nadaljnja optimizacija metode transfekcije, 
morebitna zamenjava vektorja konstruktov ter optimizacija analitičnih metod za 
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which could prevent spreading of PrP
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potentially a delivery system for these antibodies to the brain, due to their self-
renewal, differentiation, immunomodulation properties, pathotropism and ability to 
cross the blood-brain barrier. In this thesis, we attempted to insert a molecular 
construct for scFv fragment of anti-prion antibody V5B2 into mouse MSC by 
electroporation. In the first part, we optimized electroporation parameters, by using 
8 square wave pulses, 1 ms long, with 1,0 kv/cm electric field strength and 1 Hz 
frequency. Cells were resuspended in high conductivity electroporation buffer to a 
final concentration of 3 x 10
6
 cells/ml and 30 µg/ml of GFP plasmid was added. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
BSA  goveji serumski albumin 
DMEM Dulbeccovo spremenjeno Eaglovo gojišče (ang. Dulbecco's modification of 
  Eagle's medium) 
CD  celični površinski označevalci, označevalci diferenciacije (ang. clusters of 
  differentiation) 
CD29  integrin β-1, značilen za mezenhimske matične celice 
CD45  tirozinska fosfataza, značilna za krvotvorne matične celice 
CD44  kadherin 5 tip 2, značilen za mezenhimske matične celice 
CD73  limfocitno-vaskularni adhezijski protein 2, 5' nukleotidaza, značilen za  
  mezenhimske matične celice 
CD105 endoglin, značilen za mezenhimske matične celice 
CDR  regija, ki določa komplementarnost (ang. complementarity-determining  
  region) 
CJB  Creutzfeld Jakobova bolezen 
CPP  peptidi, ki prehajajo skozi celično membrano v celico (ang. cell penetrating 
  peptide) 
EDTA  etilendiamintetraocetna kislina, kelator 
ELISA  encimskoimunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) 
ER  endoplazmeski retikulum 
FACS  fluorescenčno aktivirani celični sorter 
FBS  fetalni goveji serum (ang. fetal bovine serum) 
FITC  fluorescin izotiocianat, fluorokrom 
FMO  negativna kontrola pri pretočno citometriji (ang. fluorescence minus one) 
FSC  sipanje svetlobe v smeri laserskega žarka 
GFP  zeleni fluorescenčni protein (ang. green fluorescent protein) 
GSE  goveja spongiformna encefalopatija 
HEPES 4-(2-hidroksietil)-1-piperazin etansulfonska kislina, pufer 
HRP  hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase) 
ICC  imunocitokemija 
IgG  protitelesa razreda G 
ISCT  mednarodno združenje za celično terapijo (ang. International Society for  
  Cell Therapy) 
LB  lizogeno gojišče (ang. lysogeny broth) 
LBA  lizogeno gojišče z dodatkom ampicilina 
mAb  monklonsko protitelo 
MC  matične celice 
MMC  mezenhimske matične celice 
PBS  fosfatni pufer s soljo (ang. phosphate – buffered saline) 
PE  fikoeritrin, fluorokrom 
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PerCP  kompleks peridini-klorofil, fluorokrom 
PFA  paraformaldehid 
PLL  poli-L-lizin 
PrP  prionski protein 
PrP
C
  celična oblika prionskega proteina 
PrP
Sc
  patološka oblika prionskega proteina 
RPMI 1640 celično gojišče (ang. Roswell Park Memorial Institute 1640) 
SMEM Spinnerjevo spremenjeno Eaglovo gojišče (ang. Spinner's modification of 
  Eagle's medium) 
scFv  enoverižni fragment variabilne domene protitelesa (ang. single chain  
  antibody variable domain) 
SSC  sipanje svetlobe pravokotno v smeri laserskega žarka  
T25, T75 gojitvena posodica s površino 25, 75 cm
2 
TMB  3,3’,5,5’-tetrametil benzidin, kromogen substrat 
ZTM  Zavod Republike Slovenije za transfuzijsko medicino 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA 
Prioni so prenosljivi povzročitelji prionskih bolezni, kot sta Creutzfeld Jakobova bolezen 
(CJB) in goveja spongiformna encefalopatija (GSE). Ime izhaja iz proteinskega 
infektivnega delca. Glede na prionsko hipotezo, so le-ti sestavljeni v večini oz. izključno iz 
proteina PrP
Sc
 in so brez nukleinskih kislin (Vana in sod., 2007). Terapija za uspešno 
zdravljenje prionske bolezni še ni poznana. Raziskave kažejo, da so mezenhimske matične 
celice (MMC) lahko učinkoviti dostavni vektorji za terapevtske proteine, saj lahko 
diferencirajo v mezodermalne celične linije ter tudi nekatere endodermalne in 
nevroektodermalne, lahko se samoobnavljajo, so imunoprivligirane in imunosupresivne. 
Pomembna lastnost je tudi sposobnost prehajanja krvno-možganske pregrade. Da bi te 
celice lahko uporabili za dostavo proti-prionskih protiteles v možgane, je najprej potrebno 
zagotoviti njihovo izražanje v celici in vzpostaviti metodo genskega prenosa. To je bila 
glavna tema magistrskega dela.   
1.2 CILJI MAGISTRSKE NALOGE 
Glavni namen magistrske naloge je bil izraziti fragmente protiteles proti prionom v mišjih 
MMC ter okarakterizirati vpliv elektrogenskega prenosa in izražanja molekulskih 
konstruktov na njihov fenotip. V prihodnje lahko take celice služijo kot vektor za 
dostavljanje terapevtskih proteinov v organe.  
V prvem delu je bil cilj izolirati mišje MMC in namnožiti plazmidne vektorje z 
vstavljenimi konstrukti protiteles proti prionom v E. coli. Nato smo poskusili vzpostaviti 
primerno metodo transfekcije mišjih MMC in jo uporabiti za vnos namnoženih plazmidnih 
vektorjev. V zadnjem delu smo okarakterizirali MMC glede na izražanje površinski 
označevalcev in skušali dokazati izražanje fragmentov protiteles proti prionom. 
1.3 DELOVNE HIPOTEZE 
 Fragmenti protiteles se lahko izrazijo v sesalskih ne-imunskih celicah, natančneje v 
mezenhimskih matičnih celicah kot znotraj-celični fragmenti protiteles v citoplazmi 
ali se izločajo v okolje. 
 Elektroporacija vpliva na fenotip mezenhimskih matičnih celic oz. na njihovo 
diferenciacijo. 
 Izražanje transgenov vpliva na fenotip mezenhimskih matičnih celic oz. na njihovo 
diferenciacijo.  
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 PRIONSKE BOLEZNI 
Prionske bolezni se lahko kažejo kot genske, kužne ali sporadične motnje in vedno 





 in dobi visoko vsebnost β-trakov (Prusiner, 1998). Klinična slika 
prionskih bolezni je zelo heterogena, a pri vseh v določenem stadiju pride do kognitivnega 
poslabšanja, ki je običajno zelo hitro (Mead in Rudge, 2011). 
Najpogostejša prionska bolezen pri človeku je sporadična CJB, ki običajno prizadene ljudi 
okoli 65. leta. Bolezen hitro napreduje in se konča s smrtjo (Leemans, 2016).  Podedovane 
prionske bolezni pri ljudeh so posledica mutacij v genu PRNP in se dedujejo avtosomno 
dominantno. V to skupino spadajo družinska CJB, Gerstmann-Straussler-Scheinkerjev 
sindrom in smrtna družinska nespečnost (Aguzzi in sod., 2013). Med pridobljene prionske 
bolezni pri ljudeh spadajo kuru, iatorgena CJB in variantna CJB. Iatrogena CJB se prenaša 
s tkivom okuženim s PrP
Sc, 
vključno s transfuzijo krvi, ali s kirurškim materialom na 
zdrave osebe. Variantna CJB se prenaša z zaužitjem govejega mesa krav okuženega s 
tkivom živčnega sistema krav z BSE, pri tem gre za prenos med živalskimi vrstami 
(Leemans, 2016). 
Podobno kot pri ljudeh, tudi pri živalih prionske bolezni nastajajo spontano, se podedujejo 
ali se pridobijo z okužbo. Prenos med vrstami je bil potrjen za nekatere prionske bolezni in 
vsaj GSE je potrjena zoonoza (Aguilar-Calvo in sod., 2015). 
2.2 PRIONSKI PROTEIN 
Po hipotezi »protein-only« so povzročitelji prionskih bolezni prioni, kužni delci, ki nimajo 





 se spremeni v PrP
Sc
, pri čemer dobi visoko vsebnost β-trakov. Oblika PrP
Sc
 
naj bi služila kot model za pretvorbo celičnega PrP v patološkega. Prionsko hipotezo je 
prvi postavil S. B. Prusiner leta 1982 (Prusiner, 1998; Prusiner in sod., 1998). Obe obliki 
PrP se razlikujeta v konformaciji. PrP
Sc
 ni topen v detergentih, medtem ko PrP
C
 je topen. 




 pa le delno. Odporni fragment, ki 
ostane se imenuje PrP
res





 ne razlikujeta v primarni strukturi, a se je kasneje pokazalo, da ima del PrP
Sc
 skrajšan 
C-terminalni del (Kosmač in sod., 2011; Kovač in sod., 2017). 
Človeški gen PrP se nahaja na kromosomu 20 in kodira proto-protein dolg 253 
aminokislin. Pri zreli obliki se prvih 22 aminokislinskih ostankov odcepi po translaciji. 
Zadnjih 23 aminokislinskih ostankov se odcepi po dodatku glikozil fosfoinozitolnega sidra 
na Ser231. PrP
C
 se običajno nahaja na površini celic in se drži membrane z glikozil 
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fosfoinozitolnim sidrom (slika 1). PrP se nahaja v mnogih tkivih po telesu, v večji meri je 
izražen v živčnem in imunskem sistemu. (Mead in Rudge, 2011).  
 
Slika 1: Struktura PrP
C
 s tremi α-vijačnicami, dvema β-trakovoma, eno disulfidno vezjo, dvema ogljikovima 
hidratoma in membranskim sidrom (Mead in Rudge, 2011: 198). 
 
Nepoznavanje natančnih mehanizmov, vpletenih v patogenezo prionov, je otežilo razvoj 
učinkovitih terapevtskih sredstev. Kljub temu imajo prionske bolezni skupno lastnost z 
drugimi nevrodegenerativnimi motnjami, in sicer, da je nevrodegeneracija posledica 
konformacijske spremembe proteina. Pri Alzheimerjevi bolezni, sprednjereženjskih 
demencah in Parkinsonovi bolezni naj bi bile vpletene mutante tau, amiloid β in α 
sinuklein. Razvoj terapevtske učinkovine za prione je lahko pomemben tudi za nekatere 
ostale nevrološke bolezni (Panegyres in Armari, 2013).   







spreminjanje ekspresije in/ali lokalizacije PrP
C
 na membrani. Laminin (LRP/LR) je 
prionski receptor za zdravo in bolezensko obliko ter zanimiva tarča za zdravljenje. Druga 
možna zdravila so tudi γ-sekretazni inhibitorji, tau proteini, inhibitorji poti Fyn in α-
sinuklein. Med novejšimi oblikami terapij so tudi monoklonska protitelesa ali genska 
terapija z dostavnimi sistemi z lenti- ali adenovirusnimi vektorji s proti prionskimi 
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komponentami, kot so protitelesa, kratke intervenirajoče mikro RNK ali protismiselne 
RNK (Panegyres in Armari, 2013). 
2.3 IMUNOTERAPIJA PRIONSKIH BOLEZNI 
Širjenje prionov se lahko zavira s pasivno imunizacijo s protitelesi proti PrP (White in sod., 
2003). Študije in vitro kot in vivo so pokazale, da protitelesa proti PrP
C
 zmanjšajo oz. 
preprečijo njegovo pretvorbo v PrP
Sc
. Pomembno je vedeti, da celotna protitelesa ne 
prehajajo krvno-možganske pregrade (Panegyres in Armari, 2013).  
2.3.1 Fragmenti protiteles scFv 
Fragment scFv je del protitelesa, ki vsebuje celotno mesto za vezavo antigena in s tem 
ohranja specifičnost izvornega protitelesa. Njihova masa je približno 25 kDa, kar je manj 
kot šestina velikosti imunoglobulina G (IgG). Prednost scFv je nizka imunogenost in 
dejstvo, da ne vežejo komplementa, ker nimajo Fc. Zaradi majhne velikosti lažje prehajajo 
v tkivo. Protitelesa scFv za zdravljenje prionskih bolezni so usmerjena proti PrP
C
, tako 
lahko posredno povzročijo tudi odstranjevanje PrP
Sc







 na površje celice ali sprožijo razgradnjo PrP
C
 (Huang in sod., 
2013; Huston in sod.,1988; Rovis in Legname, 2014).  
2.3.2 Znotrajcelična protitelesa  
Znotrajcelična protitelesa (ang. intrabodies) so protitelesa, ki se izražajo znotraj celice. 
Nasprotno se naravno prisotna protitelesa izločajo iz celice in so usmerjena proti 
izvenceličnim tarčam (Marschall in Dübel, 2016). Znotrajcelična protitelesa se lahko 
izražajo v različnih oblikah, a se najpogosteje uporablja prav fragment scFv. Preizkušeni so 
bili že v raziskavah raka, virusa HIV, avtoimunskih bolezni, nevrodegenerativnih boleznih 
in pri presaditvah organov (Lo in sod., 2008).  
Uporaba protiteles v živih celicah se je pričela z mikroinjiciranjem fragmentov v 
citoplazmo. Protitelesa so ostala stabilna in so ovirala funkcije antigena (Blose in sod., 
1984). Med dostavnimi sistemi za protitelesa so tudi peptidi, ki prehajajo skozi celično 
membrano v celico (ang. cell penetrating peptides, CPP), a pogosto niso dovolj učinkoviti 
za prehod makromolekul čez membrano (Škrlj in sod., 2013). Kljub vsemu je bilo razvitih 
veliko protiteles, ki uspešno prečkajo celično membrano kot tudi krvno-možgansko 
pregrado, običajno je to omogočeno s CPP (Jobin in Alves, 2014). Dostavo funkcionalnih 
protiteles so uspeli izboljšati tudi z elektroporacijo (Marschall in sod., 2014). Zaradi 
težavne dostave proteinov so se raziskave usmerile v izražanje genov za protitelesa v 
celicah. Ta pristop dobro deluje pri fragmentih scFv ali nanotelesih (ang. nanobodies). 
Manjši fragmenti se v citosolu pogosto ne zvijejo pravilno in protitelo ni funkcionalno. To 
je najverjetneje posledica reducirajočega okolja, ki onemogoča tvorbo disulfidnih vezi ter 
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pomanjkanja šaperonov endoplazemskega retikuluma (ER). Protitelesa se naravno namreč 
izločajo iz celice čez ER, kjer se pravilno zvijejo. Te težave ni pri znotrajceličnih 
protitelesih, ki so označeni s signalno aminokislinsko sekvenco »KDEL« zaradi katere 
ostanejo v ER skupaj s tarčnim antigenom, ki ne more več delovati (Marschall in Dübel, 
2016). 




in s tem 
pomnoževanje PrP
Sc
. V ta namen se lahko znotrajcelična protitelesa vežejo neposredno na 
eno od obeh oblik, zadržijo PrP
C
 v ER ali preusmerijo PrP
C
 v razgradnjo preko poti 
ubikvintin - proteasom (Cardinale in Biocca, 2013). Rekombinatno proti-prionsko 
protitelo, označeno s signalnim zaporedjem KDEL, je bilo izraženo znotraj celic linije 
PC12. Pokazano je bilo, da ujame PrP
C







 in vitro (Cardinale in sod., 2005). Na mišjem modelu se je pokazalo, da 
injiciranje transficiranih celic PC12 prepreči okužbo s praskavcem (Vetrugno in sod., 
2005).  
2.3.3 Protitelo V5B2 
V5B2 je monoklonsko protitelo proti peptidu 214-226 na C-terminalnem delu PrP proteina 
in razlikuje med skrajšano in celo obliko rekombinantnih prionskih proteinov (Kosmač in 
sod. 2011; Čurin Šerbec in sod., 2004). C-terminalni del prionskega proteina je zelo 




 in v različnih 
kemijskih pogojih v imunoloških testih. Z imunizacijo miši BALB/c s C-terminalnim 
delom so pripravili različna monoklonska protitelesa proti PrP, ki bi lahko bila uporabna v 
diagnostiki ali pri zdravljenju prionskih bolezni (Vranac in sod., 2006). Analiza epitopa 
kamor se veže protitelo V5B2 je pokazala, da le-to prepozna skrajšan C-terminalni konec 
prionskega proteina, ki se konča z ostankom Y226 in je bil poimenovan PrP226* (Kosmač 
in sod., 2011).  
Iz protitelesa V5B2 je bil pripravljen fragment scFv, ki je ohranil specifičnost, afiniteto in 
lastnosti vezave starševskega protitelesa. Sestavljen je iz težke in lahke variabilne verige, 
ki ju povezuje polipeptidni povezovalec. Ker so fragmenti protiteles scFv veliko manjši od 
celih molekul protiteles, se iz njih lažje razvije nove različice, ki bi lahko prehajale krvno-
možgansko pregrado (Škrlj in sod., 2010). 
Mišja monoklonska protitelesa, proizvedena po metodi Köhlerja in Milsteina (Köhler in 
Milstein, 1975), v človeku izzovejo imunski odziv (HAMA) in zato niso primerna za 
terapijo. Za namen izogibanju imunskemu odzivu so bila razvita himerna, humanizirana in 
humana protitelesa. Himerna protitelesa so sestavljena iz variabilnih regij (VL in VH) 
mišjega izvora in regije Fc človeškega izvora. Humanizirana protitelesa so večinsko 
človeškega izvora le deli CDR so mišji. Humana protitelesa so v celoti človeškega izvora 
(Imai in Takaoka, 2006). Fragment scFv protitelesa V5B2 je bil humaniziran  na podlagi 
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poravnav sekvenc in računalniškega modeliranja (slika 2). V5B2 ima potencial za uporabo 
v terapiji, saj ohranja stabilnost, specifičnost vezave in afiniteto starševskega protitelesa ter 
je v primerjavi z njim manj imunogena (Škrlj in sod., 2011).  
 
Slika 2: Poravnave sekvenc težke (Vh) in lahke (Vl) verige variabilnih regij mišjega scFv V5B2 (moScFv), 
dveh humaniziranih (LLHmut1, LLHmut2) in končne humanizirane verzije (huScFv) monokolonskega 
protitelesa V5B2. Črtice predstavljajo nespremenjene aminokisline, CDR so podčrtane (Škrlj in sod., 2011: 
3). 
 
V zadnjih letih so razvili nove načine za izboljšanje permeabilnosti krvno-možganske 
pregrade, kot na primer fuzija proteina s CPP (de Boer in Gaillard, 2007). 
Humaniziranemu fragmentu scFv protitelesa V5B2 je bilo dodano zaporedje CPP namesto 
povezovalca med variabilnimi regijami. Pokazali so, da je konstrukt učinkovito prehajal iz 
krvnega obtoka v možgansko tkivo po intravenski aplikaciji in da je ohranil specifičnost za 
protein PrP226*, kljub velikosti, ki krepko presega maso 400 Da (Škrlj in sod., 2013).  
2.4 MATIČNE CELICE 
Matične celice (MC) so celice s sposobnostjo samoobnove in diferenciacije v različne zrele 
celične tipe. Vretenčarjem omogočajo obnavljanje in razvoj tkiv in organov med rastjo, 
homeostazo ter po bolezni ali poškodbi. Predstavljajo vir vseh specializiranih celic v 
telesu. Najdemo jih v vseh tkivih odraslega človeka. Lahko se uporabljajo za zdravljenje 
nekaterih degenerativnih, presnovnih, rakastih in prirojenih bolezni ter za zdravljenje 
poškodb tkiv in organov (Denham in sod., 2005; Henningson in sod., 2003; Rožman in 
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sod., 2007). MC so deležne vedno več zanimanja zaradi potenciala za terapijo in možnosti 
odkrivanja molekularnih mehanizmov razvoja (Denham in sod., 2005). 
2.4.1 Mezenhimske matične celice 
Mezenhimske matične celice ali mezenhimske stromalne celice spadajo med multipotentne 
matične celice in imajo sposobnost diferenciacije v mnogo odraslih celičnih tipov 
mezenhimskega porekla, kot so hondrociti, osteociti, adipociti in celice gladkih mišic 
(Denham in sod., 2005; Caplan, 1991; Prockop, 2009). Prvi so jih opisali Friedenstein in 
sod. (1970) kot prednice fibroblastov v kostnem mozgu. MMC morajo, ne glede na vir, 
ustrezati trem glavnim kriterijem določenim leta 2006 s strani mednarodne zveze za 
celično terapijo (ang. International Society for Cell Therapy, ISCT): 
1. pritrjevanje na plastiko pri standardnih pogojih gojenja 
2. specifični celični površinski antigeni. Za človeške MMC velja:  




 Negativni označevalci (≤2 %): 
 CD11b ali CD14 
 CD34 
 CD45 
 CD79α ALI CD19 
 HLA-DR 
3. in vitro diferenciacija v tri celične tipe (osteoblasti, hondrociti, adipociti) 
(Dominici in sod., 2006). 
Človeške MMC se večinoma izolirajo z gradientnim centrifugiranjem aspiratov kostnega 
mozga, pri čemer se loči jedrne celice od rdečih krvnih celic. Pri glodavcih se kostni 
mozeg pridobi s spiranjem dolgih kosti. Običajno rastejo v inkubatorjih pri 37°C, s 5 % 
CO2 in visoko vlažnostjo. Nekatere pa zahtevajo še hipoksične pogoje (1-12 % O2), ki so 
bolj podobni fiziološkim pogojem v nišah MMC. Daljše gojenje v kulturi lahko povzroči 
genetske spremembe in ni priporočljivo. Karakterizacija MMC vključuje analizo 
proliferacije, diferenciacije in profila površinskih označevalcev. Osteogeneza, adipogeneza 
in hondrogeneza se lahko testirajo s specifičnimi mediji, ki vsebujejo ustrezne rastne 
faktorje (Da Silva Meirelles in Nardi, 2009). 
Z gojenjem MMC v hipoksičnih pogojih se lahko približamo fiziološkim pogojem v telesu. 
Zato je pomembno, da se v raziskavah mezenhimskih matičnih celic uporabljajo hipoksični 
pogoji (Ejtehadifar in sod., 2015). MMC gojene v hipoksičnih pogojih lahko dosežejo 100 
podvojitev populacije in pri tem ohranijo dolžino telomeraz, normalen kariotip in genotip 
8 
Novak N. Izražanje fragmentov protiteles proti prionom v mezenhimskih … in njihova karakterizacija.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
ter ne tvorijo tumorjev. Pri nizkih koncentracijah kisika se MMC podvojujejo hitreje in 
dlje, bolje ohranjajo nediferencirano stanje in imajo večji potencial za formiranje kolonij 
(Tsai in sod., 2011). 
2.4.2 Terapevtski potencial MMC 
MMC imajo potencial za zdravljenje različnih bolezni, saj popravljajo in nadomeščajo 
poškodovane celice ter nudijo podporno okolje. V ta namen jih lahko presajamo 
(Henningson in sod., 2003). MMC izločajo različne molekule, ki imajo antiapoptotske, 
imunomodulatorne, angiogenske in kemokinske lastnosti in se lahko uporabljajo kot orodja 
za lokalno regeneracijo in vivo (Da Silva Meirelles in Nardi, 2009). 
Populacije MMC izolirane iz različnih organov imajo mnogo podobnih lastnosti, a tudi 
nekaj razlik v diferenciacijskem potencialu. Poleg mezenhimskih tipov celic se MMC 
lahko diferencirajo tudi v druge tipe, kot npr. celice glia, nevrone, hepatocite in celo celice, 
ki proizvajajo inzulin. Vsekakor je diferenciacija MMC v nemezenhimske celične tipe 
uporabna za terapije (Sanchez-Ramos, 2002; Da Silva Meirelles in Nardi 2009).  
Poleg diferenciacije v druge celične tipe, MMC izločajo mnogo različnih citokinov in 
rastnih dejavnikov, ki delujejo parakrino ali avtokrino. Ti dejavniki delujejo protivnetno, 
da zavirajo imunski sistem na lokalni ravni, inhibirajo fibrozo in s tem nastanek brazgotin 
ter apoptozo ter krepijo angiogenezo in spodbujajo mitozo in diferenciacijo. To imenujemo 
trofični učinek (Caplan in Dennis 2006).  
Za MMC je bilo dokazano, da migrirajo proti poškodovanemu vnetemu tkivu, torej imajo 
sposobnost patotropizma. Usmerjajo jih različne molekule kot so kemokini in adhezijske 
molekule. Te se lahko izražajo v večji meri ob prisotnosti vnetnih citokinov, torej lahko 
različne stopnje vnetja pripeljejo do specifičnih terapevtskih učinkov (Wei in sod., 2013).  
MMC imajo sposobnost prečkanja krvno-možganske pregrade, kar je zelo pomembno pri 
zdravljenju nevroloških motenj, saj krvno-možganske pregrada omejuje prehod molekul 
večjih od 400 Daltonov. MMC so lahko potencialen dostavni sistem terapevtskih proteinov 
v možgane (Liu in sod., 2013).  
MMC se že uporabljajo v klinični praksi in kliničnih študijah različnih obolenj, kot so 
ortopedske poškodbe in bolezni, bolezen presadka proti gostitelju po presaditvi kostnega 
mozga, kardiovaskularnih boleznih, avtoimunskih boleznih in bolezni jeter. Z genetskim 
spreminjanjem MMC lahko le-te postanejo uporabne tudi za protitumorske terapije (Kim 
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2.4.3 Genski inženiring MMC 
Terapevtski potencial MMC se lahko močno poveča, če se v njihov genom uvede en ali 
več terapevtskih genov (Shakhbazov in sod.,  2010). Genska terapija z matičnimi celicami 
je lahko imunosupresivna terapija ali pa se MMC uporabijo kot vektorji za dostavo 
terapevtskih proteinov. V slednjem primeru bi lahko s stabilno transfekcijo zagotovili 
izražanje terapevtskih genov skozi celotno življenje bolnika (Reiser in sod., 2005). Z 
genskim inženiringom je mogoče tudi izboljšati regeneracijsko sposobnost in preživetje 
MMC (Madeira in sod., 2012). MMC lahko predstavljajo vektor za dostavo monoklonskih 
protiteles. Gensko spremenjene MC za produkcijo protiteles in vivo lahko prečkajo krvno-
možgansko pregrado, potujejo na mesto poškodbe in dostavijo terapevtska protitelesa. MC 
lahko torej izločajo protitelesa na mestu obolenja, zadostna za terapevtsko učinkovitost. 
Dokazano je bilo, da lahko mezenhimske in živčne MC s pomočjo genskega inženiringa 
izražajo fragmente protiteles, npr. scFv (Frank in sod., 2010; Balyasnikova in sod., 2010).  
V postopkih za gensko spreminjanje MMC se uporabljajo virusni in brezvirusni vektorji: 
plazmidi, transpozoni, retrovirusi, lenti-virusi, adenovirusi in adeno-asociacijski virusi za 
epi- ali endo-somalno izražanje proteinov, ki je trajno ali začasno. Glavne prednosti 
plazmidov so kapaciteta za velike gene, varno ravnanje in nizka imunogenost (Vargas in 
sod., 2012). Virusni vektorji so bolj učinkoviti pri vnosu genov in jih pogosteje vključujejo 
v genom, vendar lahko privedejo do imunogenosti, tumorigeneze ali toksičnosti. Pri ne 
virusnih kemijskih metodah se plazmidi povezujejo s kationskimi lipidi, polimeri ali 
dendrimeri v komplekse, ki olajšajo prenos DNK v celico (Madeira in sod., 2012). Med 
fizikalne metode uvajanja transgenov spada elektroporacija, pri kateri se z električnimi 
pulzi začasno ustvarijo pore v membrani, kar omogoči prehod nukleinskih kislin v celico. 
Pri nevirusnih plazmidnih vektorjih gre običajno za prehodno transfekcijo, razen če se 
uporabijo transpozonski vektorji (Izadpanah in Bunnell, 2008).  
 
Slika 3: MMC se lahko gensko spremenijo kar poveča njihov terapevtski potencial (Vargas in sod., 2012: 
480). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIALI 
3.1.1 Pripomočki in aparature 
 Centrifuga s hlajenjem 5804 R (Eppendorf) 
 Celični inkubator HERAcell 150i (Thermo Fisher Scientific) 
 Brezprašna komora (Ehret) 
 Pretočni citometer FACS Aria I (BD Biosciences) 
 Pretočni citometer FACS Calibur (BD Biosciences) 
 Števna komora Bürker – Türk (Sigma) 
 Invertni mikroskop (Olympus) 
 Invertni fluorescenčni mikroskop s kamero Eclipse Ti – S (Nikon) 
 Inkubator (HERAtherm) 
 Spektrofotometer Sunrise (Tecan) 
 Spiralec plošč Hydroflex (Tecan) 
 Tehtnica (Exacta) 
 pH meter (Mettler Toledo) 
 Spektrofotometer BioPhotometer (Eppendorf) 
 Elektroporator ELECTRO cell B10 HVLV (Beta Tech) 
 Osciloskop (Le Croy) 
 Tokovna sonda (Le Croy) 
 Napetostna sonda (Le Croy) 
 2-mm elektrodi 
 Sterilna rezila (skalpel) 
 Sterilne škarje 
 Sterilne pincete 
 Sterilna gaza 
 Sterilen terilnik in pestilo 
 Petrijevke (60 mm) 
 Avtomatske pipete 
 15 in 50 ml centrifugirke  (Sarstedt) 
 Plastične 5 ml centrifugirke 
 40-µm najlonska sita (Falcon) 
 Pasteurjeve pipete 
 Serološke pipete 
 Kadička z ledom 
 Plošče s 24 vdolbinami (Corning) 
 Sterilna krovna stekelca (d = 12 mm) 
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 Objektna stekla 
 Plošče s 6 vdolbinami (Thermo Fisher Scientific) 
 Obdelane gojitvene posodice površine 25 in 75 cm2 (Sarstedt) 
 Inokulacijske zanke 
 Petrijevke 
 Kivete (Eppendorf) 
 Plasmid Midi Kit (Qiagen) 
 Filter s porami premera 0,22 µm (Corning) 
 Filter s porami premera 0,4 µm (Corning) 
 Mikrotitrske plošče s 96 vdolbinami za test ELISA (Corning) 
  
12 
Novak N. Izražanje fragmentov protiteles proti prionom v mezenhimskih … in njihova karakterizacija.  
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2017  
 
3.1.2 Kemikalije 
V preglednici 1 so popisane kemikalije, ki so bile uporabljene pri laboratorijskem delu. 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij. 
Kemikalije Proizvajalec Kataloška številka 
Tripsin v raztopini EDTA Gibco 25200072 
PBS ZTM / 
Nigrozin Sigma N4763 
Poli-L-lizin (PLL) Sigma P8920 
Paraformaldehid (PFA) Sigma 158127 
Fluoromount Sigma F4680 
Razkužilo Asepsol Pliva / 
SMEM Sigma M8167 
Etanol / / 
TMB Thermo Fisher Scientific 34021 
Goveji serumski albumin (BSA) Sigma A9647 
Sterilna destilirana voda Aqua B. Braun Braun 0082479E 
Triton X-100 Sigma X100 
Tripton Sigma T9410 
Natrijev klorid (NaCl) Sigma S7653 
Kvasni ekstrakt Sigma Y1625 
Agar Sigma 05040 
Ampicilin Sigma A0166 
Kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4) Sigma P5655 
Magnezijev klorid (MgCl2) Sigma M8266 
Saharoza Sigma S8501 
Natrijev azid (NaN3) Sigma S20002 
Natrijev dihidrogen fosfat dihidrat (NaH2PO4x2H2O) Merck 494437 
Natrijev hidrogen fosfat dihidrat (Na2HPO4x2H2O) Sigma 30435 
Natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3) Sigma S5761 
Natrijev karbonat (Na2CO3) Sigma S7795 
Tween 20 Sigma P-1379 
SMEM Sigma M8167 
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MesenCult MSC Basal Medium 
(Mouse) 
STEMCELL 05501 
MesenCult Proliferation Kit z 
dodatkom MesenPure je 
primeren za obogatitev in 
namnoževanje mišjih 
mezenhimskih matičnih celic 
izoliranih iz kostnega mozga in 
kompaktnih kosti, s hitrim 
izločanjem hematopoetskih 
matičnih celic. 




MesenPure STEMCELL 05500 
L-Glutamine (Glu) Sigma G8540 
L-glutamin, esencialna 
aminokislina, je neobstojna pri 
višjih temperaturah in se po 
dodatku h gojišču le-tega hrani 
na 2-8 °C 
DMEM Gibco 11960044 
Dulbeccovo spremenjeno 
Eaglovo gojišče za gojenje 
različnih celičnih linij, vsebuje 
aminokisline, vitamine, 
anorganske soli in barvilo fenol 
rdeče. 





Serum nerojenih telet, ki vsebuje 
rastne dejavnike 
Streptomicin Sigma S9137 
Streptomicin se skupaj s 
penicilinom uporablja za 
preprečevanje bakterijske 
kontaminacije v celičnih 
kulturah. 
Penicilin-G Sigma P3032 
Penicilin-G je antibiotik ozkega 
spektra. 
Roswell Park Memorial Institute 
(RPMI) 1640 
Gibco 11835030 
RPMI 1640 gojišče se razlikuje 
od ostalih, ker vsebuje 
reducirajoč glutation in visoke 
koncentracije vitaminov. 
Uporabljen je bil pri izolaciji 
celic iz kostnega mozga. 
HEPES Gibco 15630080 
HEPES pufer kot dodatek 
gojišču zagotavlja dodatno 
pufersko kapaciteto, ko so celice 
dlje časa izven CO2 inkubatorja. 
EDTA Gibco AM9260G 
EDTA veže Ca+ in Mg+ ione in 
s tem preprečuje delovanje 




3.2 IZOLACIJA MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC IZ MIŠJEGA KOSTNEGA 
MOZGA 
Delo je potekalo na celicah izoliranih iz tkiv miši seva BALB/c, ki so bile žrtvovane z 
uporabo CO2 ter cervikalno dislokacijo v skladu s Pravilnikom o pogojih za izvajanje 
poskusov na živalih, ki ga določa Uprava Republike Slovenije za varno hrano, 
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veterinarstvo in varstvo rastlin, UVHVVR (št. dovoljenja: #U34401-27/2016/5). Z živalmi 
so rokovale izključno usposobljene osebe z dovoljenjem za izvajanje poskusov na živalih. 
Miši so bile stare od 2 do 6 mesecev. Za izolacijo kostnega mozga iz miši smo uporabili 
protokol, uveljavljen v Laboratoriju za delo z živalmi Zavoda RS za transfuzijsko 
medicino, ki je povzet po diplomskem delu Katerine Jazbec (2014) in magistrskem delu 
Simone Miceske (2017).  
3.2.1 Priprava gojišč za izolacijo in gojenje mišjih MMC 
Pri izolaciji mišjih MMC iz kostnega mozga smo uporabljali gojišče RPMI+ (preglednica 
3). 
Preglednica 3: Sestava gojišča RPMI+. 
Sestavina Založna koncentracija Končna koncentracija 
RPMI 1640 1X 1X 
HEPES 1 M 25 mM 
EDTA 0,5 M 1 mM 
Penicilin 14285 U/ml 100 U/ml 
Streptomicin 25 mg/ml 100 µg/ml 
Za gojenje izoliranih celic smo uporabili kompletno gojišče MesenCult, ki smo ga 
pripravili po navodilih proizvajalca (preglednica 4). Dodatek MesenPure smo dodali takoj 
pred uporabo. Antibiotikov penicilin in streptomicin nismo uporabljali rutinsko, ampak le 
kjer je posebno navedeno.  






MesenCult MSC Basal Medium (Mouse) 1X 1X 
Mesenchymal Stem Cell Stimulatory Supplemetns 
(Mouse) 
5X 1X 
MesenPure 1000X 1X 
L-Glutamine (Glu) 200 mM 2 mM 
Penicilin 14285 U/ml 100 U/ml 
Streptomicin 25 mg/ml 100 µg/ml 
 
3.2.2 Izolacija kostnega mozga z metodo trenja kosti 
Žrtvovane miši smo za 5 minut položili v 5 % raztopino razkužila Asepsola. Za tem smo 
jih položili na sterilno podlago v brezprašni komori. Kožo smo zarezali na hrbtnem delu in 
jo s sterilnimi gazami povlekli navzgor in navzdol. Pri nadaljnjem delu smo uporabili 
svežo sterilno pinceto in škarje. 
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Z rezi smo odstranili in očistili glavne kosti: po dve golenici (tibia), stegnenici (femur), 
nadlahtnici (humerus) in črevnici (ilium) po protokolu, ki sta ga opisali Jazbec (2014) in 
Miceska (2017). Vse kosti smo položili v svež RPMI+ na ledu.  
Očiščene kosti smo za 2 minuti namočili v 70 % etanolu. Kosti smo prenesli v PBS, da 
smo sprali etanol. Očiščene kosti smo prenesli v terilnik, ki je vseboval nekaj ml gojišča 
RPMI+. S tolkačem smo strli kosti v fragmente. Najprej smo strli kosti (golenici, 
stegnenici, nadlahtnici in črevnici) ter nato hrbtenico. Po trenju smo celično suspenzijo s 
Pasteurjevo pipeto odpipetirali skozi 40-µm najlonsko sito v centrifugirko. V terilnik smo 
dolili RPMI+ in postopek ponovili, za kosti dvakrat in za hrbtenico trikrat. Celično 
suspenzijo smo centrifugirali 5 minut, pri 490 x g in 4°C. 
3.2.3 Nasaditev MMC iz kostnega mozga 
Mišje MMC smo gojili po optimiziranem protokolu na ZTM (Miceska, 2017). Celični 
usedlini iz kostnega mozga smo odlili supernatant in celice resuspendirali v 1 ml 
kompletnega gojišča MesenCult z antibiotiki. Celice smo ustrezno razredčili in prešteli s 





Gojitvene posodice T75 so vsebovale 15 ml, T25 pa 5 ml kompletnega gojišča MesenCult 
z antibiotiki. Antibiotike smo uporabljali v prvi pasaži, da bi preprečili morebitne infekcije, 
do katerih bi lahko prišlo med izolacijo tkiv. Celice smo gojili v atmosferi zraka 
nasičenega z vodno paro, pri 37 °C, 5 % CO2 in 5 % O2. Naslednji dan smo celice enkrat 
sprali s PBS in dodali sveže gojišče, da smo se znebili čim več nepritrjenih celic. Celice 
smo gojili 10 do 14 dni in jim na 3-4 dni menjali gojišče. Ko so dosegle 80-90 % 
konfluentnost, smo jih precepili v nove gojitvene posodice. 
3.3 PRECEPLJANJE MIŠJIH MEZENHIMSKIH MATIČNIH CELIC 
Ko so celice dosegle 80-90 % konfluentnost, smo odsesali gojišče in jih dvakrat sprali s 
PBS. Dodali smo 0,05 % tripsin in inkubirali 5 minut na 37 °C. Pod mikroskopom smo 
preverili, če so se celice odlepile. Delovanje tripsina smo ustavili z dodatkom gojišča 
DMEM z 10 % FCS. Celice smo prešteli in izračunali skupno število celic in viabilnost. 
Celično suspenzijo smo centrifugirali na 490 x g, 5 minut, na sobni temperaturi. Odstranili 
smo supernatant in celice resuspendirali v 1 ml kompletnega gojišča MesenCult. Celice 
smo nasadili v sveže gojitvene posodice v koncentraciji od 10000 do 20000 živih 
celic/cm
2
. V gojitveni posodici T25 je bil končni volumen gojišča 5 ml, v T75 pa 15 ml. 
Celice smo gojili v atmosferi nasičenega zraka z vodno paro, 5 % CO2 in 5 % O2 pri 37 °C. 
3.4 ŠTETJE CELIC 
Celice smo šteli s pomočjo števne komore, tako da smo najprej v brezprašni komori 
odvzeli vzorec za štetje. Razredčili smo ga z 0,2 % (w/v) raztopino barvila Nigrozin v 
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fiziološki raztopini. Barvilo Nigrozin obarva mrtve celice, saj je njihova membrana bolj 
prepustna, živih pa ne. Števno komoro smo prekrili s krovnim stekelcem in na vsako stran 
števne komore nanesli 10 µl mešanice. Pod mikroskopom smo prešteli 4 kvadratke na obeh 
straneh, torej skupno 8. Prešteli smo mrtve in žive celice znotraj kvadratka in tiste, ki so se 
dotikale desnega in spodnjega roba.. Koncentracijo celic v suspenziji smo izračunali po 




× 𝑎 × 𝑅                                                                                                     … (1) 
 c koncentracija živih celic (celic/ml) 
 N seštevek vseh živih celic 
 a volumski indeks – 10
4
 – njegova obratna vrednost je volumen enega  
  kvadratka v litrih 
 R redčina 
 
Viabilnost smo določili kot delež živih celic glede na vse celice in jo izrazili v odstotkih. 
Da smo dobili skupno število celic smo koncentracijo pomnožili z volumnom celične 
suspenzije. 
3.5 TRANSFORMACIJA E. coli IN NAMNOŽEVANJE PLAZMIDNE DNK 
Da smo pridobili zadostne količine plazmidov za transfekcijo (preglednica), smo jih 
namnožili v celicah E. coli, za kar smo jih najprej morali transformirati v kompetentne 
celice seva DH5α. 
3.5.1 Priprava gojišč za transformacijo in namnoževanje 
Pripravili smo tekoče in trdno (preglednica 5) lizogeno gojišče (ang. lysogeny broth, LB) z 
ampicilinom (LBA). Ustrezno količino sestavin smo raztopili v destilirani vodi in umerili 
pH na 7. Gojišče smo avtoklavirali 20 minut pri 121 °C in tlaku 1 bar. V trdno gojišče smo 
dodali ampicilin, ko se je ohladilo pod 60 °C in preden smo ga nalili v petrijevke. V tekoče 
gojišče smo dodali ampicilin pred vsako uporabo. Obe gojišči smo hranili na 4 °C največ 1 
mesec.  
Preglednica 5: Sestava trdnega LBA in tekočega LB. 
Sestavina Koncentracija 
 Trdno LBA Tekoče LB 
Tripton 10 g/L 10 g/L 
NaCl 10 g/L 10 g/L 
Kvasni ekstrakt 5 g/L 5 g/L 
Agar 15 g/L / 
Ampicilin 100 µg/mL / 
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3.5.2 Transformacija E. coli DH5α 
Kompetnetne celice E. coli DH5α smo vzeli iz zamrzovalnika in jih takoj položili na led 
ter počakali 30 minut, da so se počasi odtalile. Dodali smo 1 µl plazmida in inkubirali na 
ledu še 30 minut. Izvedli smo toplotni šok, na 42 °C za 90 sekund ter jih položili nazaj na 
led za 5 minut. V brezprašni komori smo dodali 800 µl LB gojišča, ogretega na 37 °C.  
Celice smo postavili v inkubator na 37 °C, 250 rpm za 1 uro. 100 µl celične suspenzije smo 
razmazali na trdno LBA gojišče v petrijevkah in jih inkubirali pri 37 °C za 16-18 ur. 
Ampicilin je dodan za selekcijo transformiranih celic, saj imajo vsi uporabljeni plazmidi 
vključen gen za odpornost proti ampicilinu. Če naslednje jutro nismo takoj nadaljevali z 
delom, smo petrijevke shranili na 4 °C za največ 1 mesec.  
3.5.3 Namnoževanje in izolacija plazmida 
Z inokulacijsko zanko smo inokulirali 3 ml tekočega gojišča LBA iz ene kolonije in celice 
postavili v inkubator na 37 °C, 300 rpm za 8 ur. Po 8 urah smo 25 µl celične suspenzije 
prenesli v 25 ml tekočega LBA gojišča in inkubirali čez noč na 37 °C in 300 rpm.  
Naslednji dan smo nadaljevali z izolacijo plazmida s komercialnim kompletom »QIAGEN 
Plasmid Midi Kit« po navodilih proizvajalca. Na koncu smo plazmid resuspendirali v 25 µl 
ddH2O. Koncentracijo in kvaliteto (razmerje A260/A280 in A260/A230) DNK smo 
preverili s spektrofotometrom.    
3.6 ELEKTROPORACIJA MIŠJIH MEZENHIMSKIM MATIČNIH CELIC 
Elektroporator, osciloskop in pripadajočo opremo smo si sposodili v Laboratoriju za 
biokibernetiko, Fakultete za elektrotehniko, Univerze v Ljubljani. 
Elektroprenos genov je kompleksen proces, sestavljen iz več korakov: 
elektropermeabilizacija membrane, elektroforetska migracija DNK proti membrani, 
interakcija med DNK in membrano, prenos DNK čez membrano, pot DNK čez celično 
citoplazmo, prenos DNK čez jedrno ovojnico in izražanje gena (Rosazza in sod., 2016). V 
literaturi najdemo več protokolov za elektroporacijo MMC. Večinoma se uporabljajo 
kvadratni električni pulzi (Santos in sod., 2011). V eni od študij so optimizirali pogoje za 
elektroporacijo podganjih in človeških MMC, in sicer 3000 V/cm, ki trajajo 100 µs, 
uporabili pa so 10 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic (Peister in sod., 2004a). V drugi 
skupini so uporabili 8 µg plazmida za 500 000 celic (podganje MMC) v 50 µl visoko 
prevodnega pufra (SMEM). Najboljše rezultate so dobili z 8 kvadratnimi pulzi, z močjo 
električnega polja 1500 V/cm, dolžino pulza 100 µs in frekvenco 1 Hz.  Pri teh pogojih so 
dobili 30 % transficiranih celic, s 70 % viabilnostjo in nespremenjeno multipotentnostjo 
(Ferreira in sod., 2008). V novejši raziskavi so uporabili podobne pogoje na človeških 
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MMC, le da so povečali koncentracijo plazmida na 52 µg na 5 x 500 000 celic in dobili 
okoli 60 % transficiranih celic (Liew in sod., 2013).  
3.6.1 Optimizacija elektroporacije 
Pri začetnih poskusih elektroporacije smo uporabljali kalijev pufer, ki smo ga pripravili kot 
je opisano v preglednici 6.  
Preglednica 6: Sestava kalijevega pufra za elektroporacijo. 




pH = 7,3 
Za elektroporacijo smo uporabili napravo, ki proizvaja kvadratne pulze. Napetost in tok 
med elektrodama smo preverili z osciloskopom. Da bi ugotovili, pri kakšnih pogojih 
dobimo najvišji odstotek transficiranih celic in še vedno ohranjamo primerno viabilnost 
smo najprej preverili nekaj programov elektroporacije in dve različni koncentraciji 
plazmida, ki je vseboval zapis za GFP protein. Preverili smo vpliv krajših in daljših pulzov 
ter višjih in nižjih napetosti: 
1. 200 µs, 4 pulzi, 1,5 kV/cm, 4 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic 
2. 1 ms, 8 pulzov, 0,6 kV/cm, 2 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic 
3. 1 ms, 8 pulzov, 1,2 kV/cm, 2 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic 
4. 5 ms, 8 pulzov, 0,6 kV/cm, 2 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic 
5. 200 µs, 4 pulzi, 2,0 kV/cm, 2 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic 
 
Vsak pogoj smo preverili dvakrat. Celice smo prešteli in jih resuspendirali v ustreznem 
volumnu pufra za elektroporacijo, da je bila končna koncentracija 5 x 10
6
 celic/ml. Dodali 
smo jim določeno koncentracijo plazmidne DNK in dali 100 µl mešanice med elektrodi 
elektroporatorja. Celice smo elektroporirali z določenimi pulzi med elektrodama z 
razmikom 2 mm. Frekvenca pulzov je bila v vseh primerih 1 Hz. Takoj po elektroporaciji 
smo celice prenesli v 5 ml ogretega kompletnega gojišča MesenCult z antibiotiki v T25 
gojitveni posodici. Celice smo takoj postavili v inkubator na 37 °C, 5 % CO2, 5 % O2 z 
visoko vlažnostjo. Negativno kontrolo so predstavljale celice brez elektroporacije in 
dodajanja plazmidne DNK. Po 40 do 48 urah smo pod fluorescenčnim mikroskopom 
preverili, ali celice izražajo GFP. Kjer smo opazili izražanje GFP v celicah, smo jih 
encimsko odlepili od podlage, jih prešteli, centrifugirali in resuspendirali v 300 µl pufra za 
pretočno citometrijo. Iz števila vseh celic smo izračunali odstotek viabilnosti glede na 
negativno kontrolo. Celice smo resuspendirali v pufru za pretočno citometrijo (preglednica 
7) in jih analizirali s pretočnim citometrom FACS Calibur. 
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Preglednica 7: Sestava pufra za pretočno citometrijo. 
Sestavina Založna koncentracija Končna koncentracija 
PBS 1X 1X 
FBS 100 % 3 % 
EDTA 0,5 M 2 mM 
 
Ker odstotek transficiranih celic ni bil dovolj visok smo preverili še vpliv pufra za 
elektroporacijo in uporabili višje koncentracije plazmida. Za visoko prevoden pufer smo 
uporabili gojišče SMEM (Pavlin in sod., 2005). Preverili smo naslednje pogoje: 
1. 10 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic, pufer SMEM, 8 pulzov, 1 ms, 1,0 kV/cm 
2. 20 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic, pufer SMEM, 8 pulzov, 1 ms, 1,0 kV/cm 
3. 40 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic, pufer SMEM, 8 pulzov, 1 ms, 1,0 kV/cm 
4. 60 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic, pufer SMEM, 8 pulzov, 1 ms, 1,0 kV/cm 
5. 20 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic, kalijev pufer, 8 pulzov, 1 ms, 1,0 kV/cm. 
Vsak pogoj smo preverili trikrat. Celice smo resuspendirali v izbranem pufru do končne 
koncentracije 3 x 10
6
 celic/ml. Elektroporacijo smo izvedli enako kot prej, le da smo 
elektroporairane celice takoj prenesli v 2,5 ml ogretega kompletnega gojišča MesenCult v 
plošče s 6 vdolbinicami. Po 40 do 48 urah smo celice ponovno pogledali pod 
fluroescečnim mikroskopom. Celice smo odlepili in jih analizirali s pretočnim citometrom 
FACS Calibur. Kot v prejšnjem poskusu smo jih prešteli in izračunali odstotek viabilnosti 
glede na negativno kontrolo.  
3.6.2 Elektroporacija plazmidov z vstavljenimi konstrukti scFv protiteles proti 
prionom v MMC 
Za genski prenos namnoženih plazmidov z vstavljenimi zapisi za scFv protitelesa proti 
prionom smo uporabili elektroporacijo s kvadratnimi pulzi in vsakič preverili električni tok 
ter napetost z osciloskopom. Nastavljeni parametri so bili 8 pulzov, dolgi 1 ms, s frekvenco 
1 Hz in močjo električnega polja 1,0 kV/cm. Uporabili smo celice med drugo in tretjo 
pasažo. Celice so bile resuspendirane v gojišču SMEM do končne koncentracije 3 x 10
6
 
celic/ml. Plazmidna DNK je bila dodana v koncentraciji 10 µg/1 000 000 celic oz. 30 
µg/ml. Celice so bile elektroporirane med 2 mm elektrodama po 100 µl celične suspenzije 
naenkrat. Takoj po elektroporaciji so bile celice prenesene v kompletno gojišče MesenCult 
z antibiotiki, ki je bilo predhodno ogreto na 37 °C in postavljene v inkubator na 37 °C s 5 
% CO2, 5 % O2 in visoko vlažnostjo. 
Za vsak uporabljen plazmid smo uporabili tudi negativno kontrolo s praznim plazmidnim 
vektorjem, ki ni imel vstavljenega našega konstrukta (preglednica 8). Drugo negativno 
kontrolo so predstavljale ne-elektroporirane celice. Vsak plazmid smo elektroporirali s 
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celicami iz dveh različnih mišk, ki sta predstavljali biološki ponovitvi. Zaporedja 
konstruktov scFv V5B2, ki so bila vstavljena v plazmide so zapisana v prilogi A. 
Preglednica 8: Plazmidi uporabljeni pri elektroporaciji. 
Plazmid s konstruktom pcDNA3-V5B2 pFLAG-V5B2 
Negativna kontrola pcDNA3 pFLAG 
 
Po dveh dneh smo celice pripravili za nadaljnje analize kot je opisano v poglavjih 3.7 in 
3.8. Celicam elektroporiranim s sekretornim plazmidom in ustrezni negativni kontroli smo 
odvzeli izrabljeno gojišče in mu takoj dodali 7-kratno založno raztopino mešanice 
proteaznih inhibitorjev. Tako smo preprečili, da bi proteaze, ki se lahko izločajo iz odmrlih 
celic, razgradile scFv protitelo. Gojišče smo centrifugirali 15 minut pri 890 x g in 4 °C, 
supernatant alikvotirali in ga shranili na -80 °C do uporabe. 
3.7 PRETOČNA CITOMETRIJA 
Pretočni citometer je naprava, ki osvetljuje celice (ali druge delce), ko posamično potujejo 
mimo vira svetlobe in nato zaznava signale teh celic, ki so posledica osvetljevanja. Vsaka 
posamezna celica je ovrednotena glede na več različnih lastnosti, kot so velikost, 
granuliranost in prisotnost antigenov (Preffer in Dombkowski, 2010). 
Da bi preverili, ali se z elektrogenimskim transferom MMC spremeni izražanje 
označevalcev smo uporabili pretočno citometrijo. Celice smo označili s petimi različnimi 
protitelesi proti štirim pozitivnim označevalcem za mišje MMC in enemu negativnemu 
(preglednica 9).   
Preglednica 9: Protitelesa uporabljena za karakterizacijo mišjih MMC s pretočno citometrijo. 












človeško rekombinantno protitelo proti mišjem CD44 











človeško rekombinantno protitelo proti mišjem CD73 












Elektroporirane celice in negativno kontrolo smo odlepili od podlage in jih zbrali v 5 ml 
centrifugirki ter centrifugirali pri 490 x g, 5 minut. Celice smo resuspendirali v pufru za 
pretočno citometrijo (preglednica 7) in jih ponovno centrifugirali. Resuspendirali smo jih v 
25 µl pufra za pretočno citometrijo in dodali po 5 µl vsakega protitelesa (preglednica 9) do 
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končnega volumna 50 µl. Pripravljene celice smo premešali na vibracijskem mešalu in jih 
inkubirali 15 minut na 4 °C. Potem smo jih sprali z 1 ml pufra za pretočno citometrijo, 
ponovno centrifugirali pri 490 x g, 5 minut ter resuspendirali v 200 do 500 µl pufra za 
pretočno citometrijo odvisno od števila celic. Vzorce smo premešali na vibracijskem 
mešalu in jih analizirali s pretočnim citometrom FACS Aria I. 
Pri analizi smo uporabili kontrole: neoznačene celice, kompenzacijsko kontrolo in kontrolo 
FMO (ang. fluorescence minus one). Neoznačenim celicam nismo dodali protiteles in s tem 
preverili avtofluorescenco mišjih MMC. Kompenzacijskim kontrolam smo dodali le eno 
protitelo in to naredili za vsa protitelesa. S tem smo preverili spektralno prekrivanje 
različnih fluorokromov in pri analizi odšteli to prekrivanje. Za kontrolo FMO smo celicam 
dodali vsa protitelesa razen tistega, ki smo ga merili in tudi to ponovili za vsa protitelesa. 
Pri tem smo uporabili celice iste pasaže kot v poskusu. S tem smo dobili negativno 
kontrolo za vsak fluorokrom, pri kateri je bil upoštevan tudi vpliv drugih fluorokromov.  
Za analizo rezultatov smo uporabili program FACS Diva 8.0.1. Najprej smo uporabili 
točkovni diagram FSC/SSC in izbrali populacijo celic glede na velikost in zrnatost. Nato 
smo se z diagramoma SSC-H/SSC-W in FSC-H/FSC-W znebili skupkov celic. Skupki 
celic imajo širino (ang. width – W) večjo kot posamezne celice, višina pa je približno 
enaka (ang. height – H). Z nesorazmerji med višino in širino SSC in FSC lahko torej 
identificiramo skupke celic in jih izločimo iz analize (slika 4).  
 
Slika 4: Nesorazmerje med višino in širino SSC in FSC za izločanje skupkov celic (Lopez-Sanchez in Frade, 
2013: 7). 
 
Med posameznimi celicami smo označili tiste, ki so bile negativne za označevalec CD45 
(PerCP-Cy5), ki se na MMC ne izraža in je značilen za krvotvorne matične celice. Nato 
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smo med temi celicami označili še tiste, ki so bile hkrati pozitivne za celični antigen CD44 
(PE). To populacijo smo naprej preverili za izražanje ostalih treh označevalcev, in sicer za 
CD73 (APC), CD105 (FITC) in CD29 (APC-Cy7) posebej (slika 5). 
 
Slika 5: Potek karakterizacije fenotipa mišjih MMC. A – označena populacija MMC glede na velikost (FSC) 
in granuliranost (SSC); B in C – odstranitev skupkov celic; Č – populacija CD45 negativnih celic; D – 
populacija celic, ki so hkrati CD45 negativne in CD44 pozitivne; E – populacija celic pozitivna za CD73; F – 
populacija celic pozitivna za CD105; G – populacija celic pozitivna za CD29. 
 
3.8 IMUNOCITOKEMIJA 
Imunocitokemija (ICC) je tehnika, s katero lahko identificiramo določen antigen znotraj ali 
na površini celic s pomočjo protiteles označenih s konjugatom, ki ga lahko zaznavamo. Z 
opazovanjem pod (fluorescenčnim) mikroskopom lahko vidimo, v katerih celicah je 
prisoten antigen in morda celo določimo, kje v celici se nahaja. Barvanje lahko izvajamo 
posredno ali neposredno. Pri neposrednem barvanju je označeno protitelo tudi tisto, ki se 
veže na antigen. Mi smo uporabili posredno metodo, kjer se primarno protitelo veže na 
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antigen v celici, nanj se nato veže sekundarno, označeno protitelo. V našem primeru je bilo 
označeno s fluorescentnimi barvili in smo ga lahko zaznali pod fluorescenčnim 
mikroskopom. Imunocitokemijo smo izvedli na elektroporiranih celicah iz poglavja 3.6.2.  
3.8.1 Priprava krovnih stekelc za gojenje celic 
Krovna stekelca (2r = 12 mm) smo sterilno položili v plošče s 24 vdolbinicami. Prekrili 
smo jih s 400 µl raztopine PLL. Raztopina je bila pripravljena z redčenjem 0,1 % (w/v) 
PLL z destilirano vodo v razmerju 1:100 in sterilno prefiltrirana skozi sterilni filter 
premera 0,22 µm. Prekrita stekelca smo inkubirali 2 uri na 37 °C, 5 % CO2 in visoki 
vlažnosti. Po inkubaciji smo stekelca trikrat sprali s sterilno destilirano vodo in jih sterilno 
posušili. Shranili smo jih na 4 °C za največ 3 tedne.  
3.8.2 Priprava 4 % PFA v PBS  
Za pripravo 4 % paraformaldehida (PFA) v PBS smo najprej segreli približno 100 ml PBS 
na 60 °C na magnetnem mešalu. Dodali smo 5 g PFA v prahu. Po kapljicah smo dodajali 5 
M NaOH, dokler se ni raztopina zbistrila. Dodali smo PBS do končnega volumna 125 ml 
in umerili pH na 7,2. Raztopino smo prefiltrirali čez 0,4 µm filter in jo hranili na 4 °C 
največ en mesec.  
3.8.3 Gojenje celic 
1 x 10
5
 elektroporiranih celic v 400 µl kompletnega gojišča MesenCult™ smo nanesli na 
vdolbinico in jih gojili 2 dni pri 37°C, 5 % CO2, 5 % O2 in visoki vlažnosti. Kot kontrolo 
smo v vdolbinice nanesli le kompletno gojišče MesenCult brez celic, ne-elektroporirane 
celice in celice za kontrolo sekundarnih protiteles.  
3.8.4 Fiksacija in imunobarvanje 
Preglednica 10: Protitelesa in barvilo uporabljena za imunobarvanje. 
Protitelesa in barvila Kataloška številka Proizvajalec 
barvilo Hoechst H3570 
Thermo Fisher 
Scientific 
mišje mAb protitelo proti oznaki His (6x) MA1-21315 
Thermo Fisher 
Scientific 




 Po dveh dneh smo odstranili gojišče. 
 Stekla smo 3-krat  sprali s PBS. 
 Celice smo fiksirali 20 minut z ledeno hladnim 4 % PFA redčenim s PBS (400 µl). 
 Po fiksaciji smo stekelca 3-krat sprali s PBS. 
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 Celice smo blokirali 30 minut s 4 % FCS redčenim s PBS (200 µl), da bi preprečili 
nespecifično vezavo protiteles.  
 Stekelca smo ponovno 3-krat sprali s PBS. 
 Nanesli smo 400 µl primarnega mišjega mAb proti oznaki His (6x), končne 
koncentracije 2 µg/ml v 4 % FCS v PBS in inkubirali 2 uri na sobni temperaturi. Za 
kontrolo nismo nanesli primarnih protiteles, da bi preverili specifičnost vezave 
sekundarnih protiteles. 
 Po inkubaciji smo stekelca 3-krat sprali s PBS. 
 Sledila je inkubacija s sekundarnim protitelesom. Nanesli smo 400 µl kunčjega 
poliklonskega protitelesa proti mišjim imunoglobulinom razreda G označenega z 
barvilom FITC, končne koncentracije 14 µg/ml v 4 % FCS v PBS. Za barvanje 
jeder smo uporabili barvilo Hoechst končne koncentracije 1 µg/ml v 4 % FCS v 
PBS. Inkubacija je potekala pri sobni temperaturi, v temi, 1 uro.  
 Stekelca smo 3-krat sprali s PBS.  
 Na objektno stekelce smo nanesli kapljico reagenta Fluoromount za ohranjanje 
fluorescence in nanjo s pinceto položili narobe obrnjeno krovno stekelce in 
počakali 10 – 30 minut. Rob stekelca smo premazali s prozornim lakom za nohte, 
da bi preprečili izsuševanje vzorcev. Tako pripravljene preparate smo hranili na +4 
°C v temi.  
 Preparate smo opazovali pod fluorescečnim mikroskopom. 
3.9 ENCIMSKOIMUNSKI TEST ELISA 
ELISA (ang. enzyme-linked immunosorbent assay) je test, s katerim lahko dokažemo 
prisotnost antigena ali protitelesa v vzorcu.  Test ELISA smo izvedli na supernatantih celic 
ki so bili pripravljeni kot je opisano v poglavju 3.6.2. Test smo izvedli z dvema različnima 
postopkoma, opisanima v preglednici 11. Pri prvem, kjer smo na ploščico vezali peptid P1, 
se je naš produkt najprej moral vezati na P1, torej je protitelo moralo biti funkcionalno. Pri 
drugem postopku se je naš produkt najprej moral vezati na ploščico. Pri tem delu nismo 
preverjali funkcionalnosti našega scFv protitelesa, ampak le njegovo prisotnost v 
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Preglednica 11: Različna principa testa ELISA. 
Prekrivanje plošče s peptidom P1 (5 µg/ml v pufru 
A). Inkubacija čez noč na 4 °C. 
Prekrivanje plošče z različnimi redčinami 
supernatanta v pufru A (pozitivna kontrola: 
rekombinantni PrP z oznako His; 10 µg/ml v pufru 
A; negativna kontrola: samo pufer A). Inkubacija 
čez noč na 4 °C. 
Blokiranje s pufrom C. Inkubacija 40 minut na 37°C. 
Nanos različnih redčin supernatanta v pufru C 
(pozitivna kontrola: mAb V5B2; 1 µg/ml v pufru 
C; negativna kontrola: samo pufer C). Inkubacija 
90 minut na 37 °C. 
/ 
Nanos mišjega protitelesa proti oznaki His, redčenega v pufru C v razmerju 1:500. Inkubacija 90 minut na 
37 °C. 
Nanos kozjega protitelesa proti mišjim IgG konjugiranega s HRP in redčenega v pufru C v razmerju 
1:2500. Inkubacija 90 minut na 37 °C. 
Nanos substrata TMB. Inkubacija od 10 do 30 minut na sobni temperaturi. 
Zaustavitev reakcije z 0,1 M H2SO4 in pomerjanje absorbance pri 450 nm ter referenčenmu filtru 620 nm. 
 
Pufri za test ELISA: 
Pufer A za vezavo antigena: 
 15 mM Na2CO3 
 35 mM NaHCO3 
 3 mM NaN3 
Raztopljeno v sterilni destilirani vodi Aqua B. Braun. pH je umerjen na 9,6 s 5 M NaOH in 
3 M HCl. 
Pufer B za spiranje mikrotitrstkih plošč: 
 2,5 mM NaH2PO4 x 2H2O 
 7,5 mM NaHPO4 x 2H2O 
 0,05 % (v/v) Tween 20 
 150 mM NaCl 
Raztopljeno v destilirani vodi. pH je umerjen na 7,2. 
Pufer C za blokiranje in redčenje protiteles: 
 1 % (w/v) goveji serumski albumin (BSA) 
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Preglednica 12: Protitelesa in antigeni uporabljeni pri testu ELISA. 




Mišje mAb proti oznaki His (6x) MA1-21315 
Thermo Fisher 
Scientific 
Kozje poliklonsko protitelo proti mišjem IgG, konjugirano 
s HRP 
A4416 Sigma 
Rekombinantni PrP z oznako His (6x) / ZTM 
Peptid P1 / ZTM 
 
3.9.1 Prekrivanje plošče 
Kjer smo na ploščico vezali supernatant, smo ga redčili v pufru A 2-krat, 5-krat, 10-krat in 
20-krat. Peptid P1 smo tudi redčili v pufru A do končne koncentracije 5 µg/ml, 
rekombinantni PrP z oznako His pa do končne koncentracije 10 µg/ml. V vdolbine 
mikrotitrske plošče s 96 luknjicami smo nanesli 50 µl antigena ali vzorca in inkubirali čez 
noč na 4 °C. Sledilo je trikratno spiranje s pufrom B s spiralcem mikrotitrskih plošč.  
3.9.2 Blokiranje 
Blokiranje prostih vezavnih mest smo izvedli s 100 µl pufra C na vdolbinico. Inkubirali 
smo 40 minut na 37 °C. Ponovili smo spiranje plošče. 
3.9.3 Nanos vzorcev 
Supernatant smo redčili 0-krat, 2-krat, 5-krat, 10-krat in 20-krat v pufru C. Pozitivno 
kontrolo, V5B2, smo redčili v pufru C do končne koncentracije 1 µg/ml. Nanesli smo 50 µl 
vzorca in inkubirali 90 minut na 37 °C ter nato ponovno izvedli spiranje.  
3.9.4 Detekcija 
Nato smo nanesli 50 µl 2µg/ml mišjega mAb proti oznaki His (6x) v pufru C. To prepozna 
oznako His, ki je dodana fragmentu scFv V5B2. Reakcijo smo inkubirali 90 minut na 37 
°C in ploščico ponovno sprali. Nanesli smo še detekcijsko protitelo kozjega izvora proti 
mišjim IgG označeno s HRP, ki je bilo redčeno v pufru C do končne koncentracije 5 
µg/ml. Nanesli smo 50 µl detekcijska protitelesa in ga inkubirali 90 minut na 37 °C ter 
ponovili spiranje. Pri pozitivni kontroli smo uporabili le detekcijsko protitelo. Za detekcijo 
smo uporabili substrat TMB. V vsako vdolbinico smo dodali 50 µl substrata in inkubirali 
10 do 30 minut na sobni temperaturi. Intenziteto reakcije določimo z merjenjem 
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3.10 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV 
Za statistično obdelavo rezultatov smo uporabili računalniški program Microsoft Excel. 
Izračunali smo povprečne vrednosti in standardne odklone. Pri obdelavi rezultatov 
karakterizacije MMC smo uporabili Studentov t-test, da bi določili, ali je razlika med 
vzorci statistično značilna. Pri tem smo za vrednost α določili 0,05. Če je bila izračunana 
p-vrednost manjša od α, je bila razlika statistično značilna. 
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4 REZULTATI 
4.1 PRIMARNA KULTURA MIŠJIH MMC 
Pri izolaciji kostnega mozga smo s trenjem kosti ene miši pridobili med 150 in 300 
milijonov celic, kar je zadostovalo za nasaditev v vsaj eno T75 gojitveno posodico. 
 
Slika 6: Izolacija MMC, pasaža 0, dan 3; levo 10-kratna  povečava, desno 20-kratna povečava. 
 
 
Slika 7: Izolacija MMC, pasaža 0, dan 7, opazne prve kolonije MMC; levo 10-kratna  povečava, desno 20-
kratna povečava. 
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Slika 9: Izolacija MMC, pasaža 1, dan 4; levo 10-kratna povečava, desno 20-kratna povečava. 
 
 
Slika 10: Izolacija MMC, pasaža 2, dan 4; levo 10-kratna povečava, desno 20-kratna povečava. 
Celice smo precepili, ko so dosegle 80-90 % konfluentnost. Pri mikroskopskem pregledu 
smo videli, da so se po približno enem tednu pojavile prve kolonije vretenastih celic (slika 
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6, slika 7). Z vsako menjavo medija smo opazili manj okroglih celic, ki niso bile dobro 
pritrjene na podlago in so predstavljale predvsem hematopoetske matične celice (slika 7, 
slika 8). Po prvi pasaži je bilo pod mikroskopom opaznih le še nekaj hematopoetskih celic, 
v drugi pasaži pa so skoraj popolnoma izginile (slika 9, slika 10). 
4.2 KAKOVOST IN KONCENTRACIJA MOLEKULSKIH KONSTRUKTOV 
Preglednica 13: Koncentracije izolirane plazmidne DNK in razmerja A260/A280 in A260/A230. Rezultati so 
povprečja dveh meritev. 
Plazmid Koncentracija (µg/µl) A260/A280 A260/A230 
pcDNA3-eGFP 5,11 1,71 2,44 
pcDNA3 4,87 1,55 2,10 
pcDNA3-V5B2 4,36 1,60 1,94 
pFLAG 5,44 1,56 2,10 
pFLAG-V5B2 4,22 1,50 1,93 
 
Izolirana DNK je bila ustrezne čistosti, saj je bilo razmerje A260/A280 pri vseh vzorcih 
med 1,5 in 1,8, A260/A230 pa pri vseh višje od 1,8 (preglednica 13). 
4.3 ELEKTROGENSKI TRANSFER 
4.3.1 Optimizacija 
Za optimizacijo pogojev elektrogenskega transfera v MMC smo uporabili plazmid 
pcDNA3-eGFP. Dva dni po elektroporaciji je bil delež celic, ki so bile na pretočnem 
citometru pozitivne na zeleno fluorescenco enak deležu transficiranih celic. 






Negativna kontrola 100 0 
1. 200 us 4 pulzi 1,5 kV/cm, 4 µg plazmida 70 6,19 
2. 1 ms, 8 pulzov, 0,6 kV/cm, 2 µg plazmida NT* NT* 
3. 1 ms, 8 pulzov, 1,2 kV/cm, 2 µg plazmida 20 8,01 
4. 5 ms, 8 pulzov, 0,6 kV/cm, 2 µg plazmida 100 3,95 
5. 200 us 4 pulzi 2,0 kV/cm, 2 µg plazmida 74 6,72 
*NT: nismo analizirali, saj pod fluorescenčnim mikroskopom nismo opazili nobene celice z zeleno 
fluorescenco 
Iz preglednice 14 je razvidno, da z izbranimi pogoji nismo uspeli dobiti visokih deležev 
transficiranih celic. Odločili smo se za nadaljevanje transfekcije s programom 8 pulzov, 
dolgih 1 ms. Frekvenca pulzov je ostala enaka (1 Hz). Predvidevali smo, da bi se preživetje 
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celic izboljšalo pri nižji moči električnega polja in to ne bi imelo prevelikega vpliva na 
elektroprenos DNK, zato smo v nadaljnjih poskusih uporabili moč  1,0 kV/cm.  
V nadaljevanju smo želeli preveriti vpliv visoko prevodnega pufra za elektroporacijo, 
SMEM in višje koncentracije plazmidne DNK.  
 
Slika 11: Celice po elektroporaciji s plazmidom pcDNA3-eGFP pod fluorescenčnim mikroskopom s 40-
kratno povečavo. A – negativna kontrola; B – 10 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic v pufru SMEM. S 
puščicami so označene GFP pozitivne celice.  
 
 
Preglednica 15: GFP pozitivne celice in preživetje po drugem poskusu elektroporacije. 
Parametri elektroporacije Preživetje celic (%) GFP pozitivne celice (%) 
Koncentracija plazmida 











10 SMEM 44,3 10,4 22,5 2,4 
20 SMEM 32,2 3,5 19,6 1,5 
40 SMEM 27,6 15,9 18,2 2 
60 SMEM 29,9 4,5 17,2 1 
20 Kalijev pufer 31,6 19,2 11,4 0,8 
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Slika 13: GFP pozitivne celice po elektroporaciji pri različnih različnih koncentracijah plazmidne DNK in 
dveh različnih elektroporacijskih pufrih. 
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Iz preglednice 15 in slik 11, 12 in 13 ugotavljamo, da je uporaba visoko prevodnega 
elektroporacijskega pufra izboljšala elektroprenos DNK, ki je bil najvišji pri koncentraciji 
plazmidne DNK 10 µg/1 000 000 celic (22,5 ± 2,4 %). Pri višjih koncentracijah je bil 
elektroprenos DNK nižji, npr. pri 60 µg/1 000 000 celic le 17,2 ± 1. Višje koncentracije 
plazmidne DNK so imele negativen vpliv na preživetje, to se je zmanjšalo iz 44,3 ± 10,4 % 
pri 10 µg/1 000 000 celic na 29,9 ± 4,5 % pri 60 µg/1 000 000 celic. Uporaba visoko 
prevodnega pufra SMEM je izboljšala odstotek transfekcije (19,6 ± 1,5 %) glede na nizko 
prevoden kalijev pufer (11,4 ± 0,8 %) za nekaj odstotkov. Pri tem je preživetje ostalo 
podobno.  
Na podlagi opisanih rezultatov smo v nadaljnjih poskusih za elektroporacijo celice 
resuspendirali v gojišču SMEM do končne koncentracije 3 x 10
6
 celic/ml in dodali 
plazmidno DNK v koncentraciji 10 µg/1 000 000 celic.  Elektroporirali smo jih z 8 pulzi 
dolgimi 1 ms z jakostjo električnega polja 1,0 kV/cm. Pri teh pogojih je bilo tudi preživetje 
zadostno, gibalo se je med 40 in 50 % (preglednica 15, slika 12). 
4.4 IZRAŽANJE POVRŠINSKIH OZNAČEVALCEV MIŠJIH MMC 
S pretočno citometrijo smo analizirali izražanje površinskih označevalcev (CD45, CD44, 
CD73, CD105 in CD29) po elektrogenskem prenosu v mišje MMC. 
 
Slika 14: Primer točkovnih diagramov za negativno kontrolo. A – FSC-A/CD45, B – FSC-A/CD44, C – 
FSC-A/CD73, Č – FSC-A/CD105, D – FSC-A/CD29. Prikazanih je 20 % dogodkov. 
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Slika 15: Primer točkovnih diagramov za elektroporirane celice. A – FSC-A/CD45, B – FSC-A/CD44, C – 
FSC-A/CD73, Č – FSC-A/CD105, D – FSC-A/CD29. Prikazanih je 20 % dogodkov. 
 
Na slikah 14 in 15 sta primera analize za vseh pet označevalcev s točkovnimi diagrami.  
Preglednica 16: Izražanje celičnih označevalcev CD45, CD44, CD73, CD105 in CD29 na mišjih MMC pri 
celicah elektroporiranih s praznim vektorjem. 
Vzorec Statistika CD45 neg CD44 poz CD73 poz CD105 poz CD29 poz 
Negativna 
kontrola 
Povprečje 98,35 99,18 9,58 94,90 100,00 
Standardni odklon 0,87 0,30 4,11 2,57 0,00 
Prazen 
vektor 
Povprečje 95,50 98,53 7,15 94,05 99,93 
Standardni odklon 1,75 0,17 3,08 3,39 0,05 
Razlika 
Povprečje 2,85 0,65 2,43 0,85 0,07 
Standardni odklon 1,60 0,13 1,31 3,59 0,05 
t-test 
α = 0,05 
Število parov (n) 4 4 4 4 4 
t-vrednost 3,57 10,07 3,69 0,47 3,00 
p-vrednost 0,0188 0,0010 0,0173 0,3340 0,0288 
Statistično značilno DA DA DA NE DA 
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Slika 16: Izražanje celičnih označevalcev CD45,  CD44, CD73, CD105 in CD29 na mišjih MMC pri ne-
elektroporiranih celicah in celicah elektroporiranih s praznim vektorjem. 
 
Kot je razvidno iz preglednice 16 in slike 16 je bilo več kot 95 % celic negativnih na 
CD45. Skoraj v celoti so bile pozitivne na označevalce CD44, CD105 in CD29. Na CD73 
je bilo v povprečju pozitivnih med 7 in 9 % celic. Pri CD45, CD44, CD73 in CD29 je bila 
razlika v izražanju med negativno kontrolo in praznim vektorjem statistično značilna, 2,85 
± 1,6 % pri CD45, 0,65 ± 0,13 % pri CD44, 2,43 ± 1,31 % za CD73 in 0,07 ± 0,05 % za 
CD29. Pri označevalcu CD105 je bila povprečna razlika 0,85 ± 3,59 %, ki ni bila 
statistično značilna. 
Preglednica 17: Izražanje celičnih označevalcev CD45,  CD44, CD73, CD105 in CD29 na mišjih MMC pri 
celicah elektroporiranih z vektrojem z scFv V5B2 vključkom.  
Vzorec Statistika CD45 neg CD44 poz CD73 poz CD105 poz CD29 poz 
Negativna 
kontrola 
Povprečje 98,35 99,18 9,58 94,90 100,00 
Standardni odklon 0,87 0,30 4,11 2,57 0,00 
V5B2 
Povprečje 96,80 98,38 6,78 93,08 99,95 
Standardni odklon 0,92 0,84 2,37 1,52 0,06 
Razlika 
Povprečje 1,55 0,80 2,80 1,83 0,05 
Standardni odklon 1,53 0,65 1,94 3,09 0,06 
t-test 
α = 0,05 
Število parov (n) 4,00 4,00 4,00 4,00 4,00 
t-vrednost 2,03 2,47 2,89 1,18 1,73 
p-vrednost 0,068 0,045 0,032 0,161 0,091 
Statistično značilno NE DA DA NE NE 
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Slika 17: Izražanje celičnih označevalcev CD45,  CD44, CD73, CD105 in CD29 na mišjih MMC pri ne-
elektroporiranih celicah in celicah, elektroporiranih s vektorjem z scFv V5B2 vključkom. 
 
Primerjali smo tudi celice elektroporirane s konstrukti scFv V5B2. Za negativni 
označevalec CD45 je bila razlika v odstotku negativnih celic 1,55 ± 1,53 % in ni bila 
statistično značilna v nasprotju s praznim vektorjem. Razliki pri pozitivnih označevalcih 
CD44 in CD73 sta bili tudi v tem primeru statistično značilni in sta znašali 0,8 ± 0,65 % ter 
2,8 ± 1,94 %. Razlika v izražanju označevalca CD105 ponovno ni bila statistično značilna 
in je v povprečju znašala 1,83 ± 3,09 %. Označevalec CD29 se je tudi pri celicah 
elektroporiranih s konstrukti scFv V5B2 izražal v zelo visokem odstotku. Povprečna 
razlika glede na netransficirane celice je znašala 0,05 ± 0,06 % in ni bila statistično 
značilna (preglednica 17 in slika 17).  
4.5 PREVERJANJE IZRAŽANJA ZNOTRAJCELIČNEGA scFv V5B2 .  
Z imunocitokemijo smo želeli ugotoviti izražanje scFv V5B2 v mišjih MMC. Pri celicah 
elektroporiranih s plazmidom pcDNA3-V5B2 smo okoli modrih jeder pričakovali zeleno 
fluorescenco barvila FITC. 
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Slika 18: Imunocitokemija na mišjih MMC proti oznaki His. A, B: celice elektroporirane s pcDNA3_V5B2; 
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Slika 19: Imunocitokemija na mišjih MMC proti oznaki His. A, B: nepermeabilizirana kontrola; C, Č: 
kontrola sekundarnih protiteles; D, E: kontrola gojišča. Merilo predstavlja 100 µm. 
 
Pri pregledu preparatov zelene fluorescence nismo opazili (sliki 18A in 18B). Signal se ni 
razlikoval od negativnih kontrol ter je bil nespecifičen (slike 18C, 18Č, 18D in 18E). 
Zelene fluorescence nismo opazili pri celicah elektroporiranih s praznim plazmidom (sliki 
18C in 18Č), ne-elektroporiranih celicah (sliki 18D in 18E), nepermaebiliziranih celicah 
(sliki 19A in 19B) ter pri kontroli sekundarnih protiteles (sliki 19C in 19Č). Pri kontroli 
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4.6 PREVERJANJE IZRAŽANJA SEKRETORNEGA scFv V5B2 
S testom ELISA smo želeli preveriti izražanje scFv V5B2 v supernatantu celic, 
elektroporiranih s sekretorno obliko plazmida (pFLAG).  
Preglednica 18: Povprečne vrednosti absorbance in standardni odkloni prve ponovitve testa ELISA, pri 
katerem je bil na ploščico vezan peptid P1. 











0x 0,1557 0,0185 0,0883 0,0075 
2x 0,0493 0,0309 0,0393 0,0012 
5x 0,0227 0,0072 0,0193 0,0006 
10x 0,0247 0,0090 0,0163 0,0021 
20x 0,0207 0,0015 0,0160 0,0010 
pFLAG 0x 0,0647 0,0031 0,0540 0,0104 
ne-elektroporiran 0x 0,0620 0,0020 0,0570 0,0000 
Kontroli 
pufer C (-) / 0,0127 0,0012 
V5B2 (+) 1 ug/ml 5,9917 0,0075 
Preglednica 19: Povprečne vrednosti absorbance in standardni odkloni druge ponovitve testa ELISA, pri 
katerem je bil na ploščico vezan peptid P1. 
 











0x 1,1967 0,0632 0,7667 0,0915 
2x 1,2310 0,1977 0,9253 0,1117 
5x 1,2717 0,2219 0,9137 0,1357 
10x 1,1683 0,1530 0,8023 0,1518 
pFLAG 0x 1,0537 0,1511 0,5943 0,1219 





V5B2 (+) 1 ug/ml 3,0630 0,0658 
Pri prvi ponovitvi testa z vezanim P1 (preglednica 18) smo opazili, da je bila pri obeh 
bioloških ponovitvah pri neredčenem supernatantu absorbanca povišana (1,557 ± 0,0185 in 
0,0883 ± 0,0075) glede na prazen vektor (0,0647 ± 0,0031 in 0,0540 ± 0,0104) in ne-
elektroporirane celice (0,0620 ± 0,0020 in 0,0570 ± 0,0). Pri drugi ponovitvi (preglednica 
19) je bilo ozadje višje. Kljub temu je pri pozitivni kontroli lepo razviden pozitiven signal, 
kar pomeni, da je test kljub temu deloval pravilno. Pri različnih redčinah supernatanta 
absorbanca ni presegla ozadja, vsi vzorci so bili negativni za scFv V5B2 v supernatantu.  
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Preglednica 20: Povprečne vrednosti absorbance in standardni odkloni prve ponovitve testa ELISA, pri 
katerem je bil na ploščico vezan supernatant. 
 











0x 0,1007 0,0159 0,1100 0,0096 
2x 0,1533 0,0123 0,1807 0,0155 
5x 0,2087 0,0231 0,2043 0,0367 
10x 0,2940 0,0151 0,3477 0,0210 
pFLAG 2x 0,1657 0,0015 0,1743 0,0210 
ne-elektroporiran 2x 0,1493 0,0080 0,1653 0,0102 
Kontroli 
pufer A (-) 
 
0,0160 0,0050 
Hu PrP 226 His tag 
(+) 
10 ug/ml 5,9967 0,00666 
Preglednica 21: Povprečne vrednosti absorbance in standardni odkloni druge ponovitve testa ELISA, pri 
katerem je bil na ploščico vezan supernatant. 
  











2x 0,1523 0,0023 0,1600 0,0135 
5x 0,1687 0,0049 0,1627 0,0055 
10x 0,2337 0,0142 0,2157 0,0170 
20x 0,2980 0,0046 0,2737 0,0136 
pFLAG 
2x 0,1540 0,0044 0,1560 0,0212 
5x 0,1763 0,0051 0,1737 0,0178 
10x 0,2480 0,0187 0,2243 0,0084 
20x 0,3023 0,0087 0,3147 0,0182 
ne-
elektroporiran 
2x 0,1533 0,0065 0,1049 0,0889 
5x 0,1873 0,0241 0,1121 0,0928 
10x 0,2380 0,0271 0,1545 0,1218 
20x 0,3410 0,0303 0,1921 0,1628 
Kontroli 
pufer A (-) 
 
0,1013 0,0743 
Hu PrP 226 His 
tag (+) 
10 ug/ml 5,4263 0,9295 
Pri testu, kjer smo na ploščico vezali supernatant, smo pri prvi ponovitvi opazili, da 
absorbanca narašča z višanjem redčine (preglednica 20). Pri drugi ponovitvi smo dodali še 
enake redčine negativnih kontrol (pFLAG in ne-elektroporirane celice) (preglednica 21).  
Dodali smo še 20-kratno redčino, da bi videli, ali se to nadaljuje tudi pri višjih redčinah. 
Pri nobeni biološki ponovitvi nismo uspeli potrditi prisotnost scFv V5B2 v supernatantu.  
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5 RAZPRAVA 
Uporaba mišjih MMC v raziskavah je pogosto otežena zaradi težavne izolacije in gojenja. 
Izolirane kulture so lahko kontaminirane s celicami kostnega mozga, predvsem 
krvotvornimi matičnimi celicami. Izpostavljenost mišjih MMC atmosferskemu kisiku 
povzroči povišanje znotrajceličnega oksidativnega stresa in celične apoptoze ter znižanje 
rastnega ter diferenciacijskega potenciala, zato je pomembno gojenje v hipoksičnih pogojih 
(Krishnappa in sod., 2013; Peister in sod., 2004b). Pri našem delu smo za izolacijo 
primarnih kultur MMC iz kostnega mozga miši seva BALB/c uporabili metodi, ki se 
uporabljata na ZTM (Jazbec, 2014, Miceska, 2017). Poskuse smo izvajali na celicah od 
pasaže 2 dalje, ko je kultura dovolj homogena, celice pa nediferencirane. 
MMC lahko predstavljajo dobre vektorje za dostavo genov, saj se lahko samoobnavljajo, 
so imunosupresivne in multipotentne (Santos in sod., 2011). Elektroprenos genov z 
elektroporacijo je metoda dostave DNK v celice, pri kateri z dovajanjem električnega polja 
celicam spremenimo prepustnost membrane, kar lahko omogoči vstop DNK v celico. 
(Rosazza in sod., 2016). Protokoli elektroporacije na MMC drugih vrst so predstavljali 
začetne parametre, ki smo jih preizkusili, vendar niso popolnoma prenosljivi na mišje 
MMC. Pri optimizaciji elektroporacije je pomembno upoštevati tudi preživetje celic. Če je 
le-to zelo nizko, visoki odstotki transfekcije ne doprinesejo veliko h končnemu številu 
celic, ki vsebujejo transgen. Visoko preživetje pogosto pomeni, da elektroporacija ni imela 
velikega vpliva na celice ter bo odstotek transfekcije nizek. Običajno je pri optimalnih 
pogojih elektroporacije preživetje okoli 50 % (Heiser, 2000). 
Elektroporacija človeških in podganjih MMC je bila optimizirana na 12 % transficiranih 
celic z uporabo 100 µs dolgega pulza z močjo 3000 V/cm in dodatkom 10 µg/1 000 000 
celic plazmida, ki je vseboval protein GFP (Peister in sod., 2004a). Preizkusili smo 
različne dolžine in moči pulzov, glede na zmožnosti naše naprave ter predhodne izkušnje 
uporabnikov naprave in ugotovili, da je najbolj učinkovit program 8 pulzov, dolgih 1 ms, z 
močjo 1,2 kV/cm in frekvenco 1 Hz (preglednica 14). Pri krajših (4-krat 200 µs) in daljših 
pulzih (8-krat 5 ms) je bila učinkovitost transfekcije nižja. Ker so bile koncentracije celic v 
suspenziji nizke, smo predvidevali, da je prišlo tudi do večjih napak pri štetju celic pod 
mikroskopom. Zato smo se odločili, da bomo v prihodnje uporabljali 3 ponovitve, namesto 
dveh. V predhodnih poskusih smo ugotovili, da preživetje pada z višanjem moči 
električnega polja (rezultati niso prikazani), zato smo se odločili, da bomo v prihodnje 
uporabljali manjšo moč, in sicer 1,0 kV/cm. V vseh nadaljnjih poskusih smo uporabljali 
enak program za elektroporacijo, in sicer 8 pulzov, dolgih 1 ms, z močjo električnega polja 
1,0 kV/cm in frekvenco 1 Hz. 
V drugi raziskavi so podganje MMC elektroporirali z 8 kvadratnimi pulzi, dolgimi 100 µs 
in močjo 1500 V/cm in frekvenco 1 Hz. Dodali so 8 µg plazmida na 500 000 celic. 
Ugotovili so, da uporaba visokoprevodnega pufra za elektroporacijo učinkovitost zviša za 
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4-krat v primerjavi z nizkoprevodnim pufrom. Pri teh pogojih so transficirali 30 % celic, 
preživetje je bilo 70 %, multipotenost MMC se ni spremenila (Ferreira in sod., 2008). Na 
človeških MMC so pokazali, da zviševanje koncentracije plazmidne DNK do 52 µg/500 
000 celic močno poviša učinkovitost transfekcije plazmida s proteinom GFP (Liew in sod., 
2013). Zato smo se odločili preveriti učinek visoko prevodnega pufra SMEM in višje 
koncentracije plazmidne DNK na transfekcijo naših celic. Ugotovili smo, da uporaba 
visokoprevodnega pufra zviša odstotek transficiranih celic, nismo pa opazili večjega vpliva 
na preživetje (preglednica 15, slika 12, slika 13). Največ transficiranih celic smo izmerili 
pri 10 µg plazmidne DNK/1 000 000 celic. Pri višjih koncentracijah je odstotek 
transfekcije počasi padal (preglednica 15, slika 13), prav tako je padalo preživetje 
(preglednica 15, slika 12). Pri višjih koncentracijah plazmidne DNK se poviša tudi 
prevodnost suspenzije, kar vpliva na transfekcijo in preživetje. Kot optimalno metodo za 
elektrogenski transfer naših konstruktov v mišje MMC smo tako uporabili 
elektroporacijski program 8 pulzov, dolgih 1 ms, z močjo električnega polja 1,0 kV/cm in 
frekvenco 1 Hz. Celično suspenzijo smo pripravili v gojišču SMEM koncentracije 3 x 10
6
 
celic/ml in dodali 10 µg/1 000 000 celic plazmidne DNK oz. 30 µg/ml. Pri teh pogojih s 
plazmidom, ki je vseboval protein GFP, je bila učinkovitost transfekcije 22,5 ± 2,4 % 
(preglednica 15, slika 13), preživetje pa 44,3 ± 10,4 % (preglednica 15, slika 12).  
Želeli smo preveriti hipotezo, ali elektrogenski transfer vpliva na fenotip mišjih MMC. 
Univerzalni celični označevalec, ki bi identificiral MMC še ni poznan, zato se uporablja 
več različnih označevalcev hkrati (Dominici in sod., 2006). Mišje MMC izražajo mnogo 
različnih celičnih označevalcev, ki se spreminjajo glede na vir, metodo izolacije, gojenje, 
stopnjo razvoja celice, časa v kulturi ipd (Boxall in Jones, 2012; Peister in sod., 2004b). 
Izražanje površinskih označevalcev je bilo že preverjeno na celicah izoliranih in gojenih z 
enako metodo. Po drugi ali tretji pasaži je bilo že več kot 90 % celic negativnih za CD45. 
Označevalci CD44, CD105 in CD29 so se izražali v več kot 90 % in se niso razlikovali 
glede na vir (kosti nog ali hrbtenica). CD73 se je v večji meri izražal na celicah izoliranih 
iz kosti nog kot iz hrbtenice (Miceska, 2017). Ker s testi nismo uspeli potrditi izražanja 
scFv V5B2 znotraj ali zunaj celic (slika 18, preglednica 18-21), smo predvidevali, da gre 
pri spremembah le za vpliv elektroporacije. Vpliva izražanja transgena zato nismo mogli 
preveriti.  
Pri pozitivnem označevalcu CD73 smo opazili majhne deleže izražanja (med 3 in 15 %), 
tudi pri negativnih kontrolah (sliki 14 in 15). V predhodnih študijah so že poročali o 
heterogenosti izražanja tega označevalca, ki je odvisno od seva miši, vira celic, metode 
izolacije, pasaže in mnogih drugih faktorjev (Boxall in Jones, 2012; Miceska, 2017; Peister 
in sod., 2004b). To po našem mnenju ni predstavljalo težave, saj nas je zanimala le razlika 
v izražanju. V omenjenih študijah je opisana tudi heterogenost označevalca CD105, ki je 
pri našem delu nismo opazili (sliki 14 in 15).  
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Pri primerjavi negativne kontrole s praznimi vektorji smo ugotovili, da so razlike v 
izražanju pri vseh označevalcih majhne, predstavljajo le nekaj odstotkov in so statistično 
značilne, razen za CD105 (preglednica 16, slika 16). To pomeni, da elektroporacija ima 
vpliv na fenotip mišjih MMC, ampak je le-ta majhen.  
Primerjava negativne kontrole s celicami elektroporiranimi s konstrukti scFv V5B2 nam je 
podala enako informacijo, saj nismo uspeli dokazati njihovega izražanja v celicah (slika 
18, preglednice 18-21). Ponovno je šlo le za vpliv elektroporacije na fenotip. Razlike so 
bile le nekaj odstotne, a so bile statistično značilne le za CD44 in CD73 (preglednica 17, 
slika 17). Iz tega smo sklepali, da je vpliv elektroporacije na fenotip mišjih MMC še 
manjši kot pri prvi primerjavi. Ker se v vseh primerih izražanje označevalcev spremeni le 
za nekaj odstotkov in je še vedno višje od 90 %, razen za CD73, predvidevamo, da ta vpliv 
na fenotip ni pomemben. To je v skladu s predhodnimi študijami, kjer je bilo tudi 
dokazano, da elektroporacija nima vpliva na diferenciacijo MMC v tri glavne 
mezodermalne linije (Ferreira in sod., 2008; Liew in sod., 2013). Da bi lahko preverili 
vpliv izražanja transgenov, bi bilo potrebno dodatno optimizirati transfekcijo in izražanje 
scFv V5B2 v celicah. Za to bi bilo morda celo potrebno oblikovati nove konstrukte, izbrati 
drugo metodo transfekcije ali drug analitski test. 
Znotrajcelični scFv V5B2 smo skušali dokazati z imunocitokemijo. Primarno protitelo naj 
bi se vezalo na oznako His, ki je vezana na scFv V5B2, nanj pa bi se moralo vezati 
sekundarno protitelo označeno s FITC. Preparate smo opazovali pod fluorescenčnim 
mikroskopom, a nismo opazili zelene fluorescence FITC barvila (slika 18). Razlogov za to 
je lahko več, mogoče se ti konstrukti ne izražajo v mišjih MMC ali ni prišlo do 
elektroprenosa plazmidnega vektorja ali pa z metodo imunocitokemije ne moremo zaznati 
teh konstruktov.  
Morda so se konstrukti nahajali v celicah in bi jih z nadaljnjo optimizacijo 
imunocitokemije lahko zaznali. Pri metodi je nekaj kritičnih korakov, ki jih nismo mogli 
preveriti, saj nismo imeli ustrezne pozitivne kontrole. Za to bi potrebovali mišje MMC, ki 
bi izražale His oznako znotraj celice. Prvi kritični korak je fiksacija celic, saj se lahko pri 
tem spremeni epitop proteina, ki nas zanima in ga protitelo ne prepozna več. To se da rešiti 
z metodami ponovnega pridobivanja antigena, ki so odvisne od tarčnega antigena, 
uporabljenega protitelesa, izvora spremembe epitopa in metode fiksacije (Hayashi in sod., 
2011). Naslednji kritični korak je permeabilizacija celic. Koncentracijo detergenta in čas 
inkubacije je potrebno prilagoditi za vsako celično linijo, tarčni antigen in protitelo. 
Optimizirali bi lahko tudi čas inkubacije in redčino primarnih in sekundarnih protiteles. 
Izražanje sekretornega scFv V5B2 smo skušali ugotoviti s testom ELISA, ki smo ga izvedli 
na dva različna načina. Pri prvem smo želeli preveriti sposobnost vezave našega produkta 
(scFv V5B2) na tarčni antigen (P1). Pri drugem načinu pa le njegovo prisotnost v 
supernatantu. Test smo dvakrat ponovili, a nismo uspeli pokazati gotovega pozitivnega 
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signala (preglednice 18-21). Pri prvi ponovitvi testa z vezanim P1 (preglednica 18) smo 
opazili, da je bila absorbanca pri obeh bioloških ponovitvah pri neredčenem supernatantu 
povišana glede na negativni kontroli. Ker je bilo to povišanje zelo majhno v primerjavi s 
pozitivno kontrolo, in ker so bili ti vzorci testirani v robnih vdolbinicah ploščice, kjer 
pogosto pride do nespecifičnega razvoja barve, smo se odločili test ponoviti. Pri drugi 
ponovitvi (preglednica 19) je bilo ozadje višje, kar bi lahko bila posledica slabšega 
blokiranja, čeprav je bilo izvedeno enako. Kljub temu je pri pozitivni kontroli lepo 
razviden pozitiven signal, kar pomeni, da je test deloval pravilno. Pri različnih redčinah 
supernatanta absorbanca ni presegla ozadja, vsi vzorci so bili negativni za scFv V5B2 v 
supernatantu. Pri testu, kjer smo na ploščico vezali supernatant, smo pri prvi ponovitvi 
opazili, da absorbanca narašča z višanjem redčine (preglednica 20). Ker je to nenavadno, 
smo pri drugi ponovitvi dodali še enake redčine negativnih kontrol (pFLAG in ne-
elektroporirane celice) (preglednica 21). Dodali smo še 20-kratno redčino, da bi videli, ali 
se to nadaljuje tudi pri višjih redčinah. Opazili smo, da je absorbanca podobno naraščala 
tudi pri negativnih kontrolah, torej je bil ta signal nespecifičen. Pozitivne kontrole so pri 
vsaki ponovitvi dale močan pozitiven signal. S tem smo pokazali, da peptid P1, konjugat in 
protitelo proti oznako His delujejo in smo predvidevali, da v našem supernatantu ni scFv 
V5B2 oz. je prisoten v prenizki koncentraciji, da bi ga lahko zaznali. Mogoče je tudi, da je 
produkt prisoten v supernatantu, ampak je nepravilno zvit in ga zato ne zaznamo s testom 
ELISA. 
Pri optimizaciji elektroporacije z vektorjem pcDNA3-eGFP smo uspeli doseči okoli 20 % 
transfekcijo in 40-50 % preživetje. Ko smo uporabili vektorje s konstrukti scFv V5B2 
nismo uspeli dokazati transfekcije. Kot smo opisali v predhodnih odstavkih je mogoče, da 
naše metode niso zaznale produktov in se le ti nahajajo v celicah in gojišču. Zelo velika 
verjetnost je, da so naše metode delovale pravilno in teh produktov ni v celicah. V literaturi 
smo raziskali nekaj potencialnih razlogov za to.  
Na učinkovitost transfekcije med drugim vpliva tudi velikost plazmida. Difuzija DNK po 
citoplazmi je lahko pomemben omejujoč faktor pri dostavi genov z nevirusnimi vektorji 
(Lesueur in sod., 2016; Lukacs in sod., 2000). Večji plazmidi (6 do 16 kbp) so lahko celo 
toksični za celice. To velja predvsem za primarne celične linije kot so MMC (Lesueur in 
sod., 2016). Vendar to ne pojasni naših rezultatov v celoti. Pri optimizaciji elektroporacije 
smo uporabili pcDNA3-eGFP plazmid in dosegli okoli 20 % transfekcijo in 40-50 % 
preživetje. Vsi ostali uporabljeni plazmidi so le nekaj sto bp večji od pcDNA3-eGFP. V 
literaturi nismo našli primera, ki bi spremenil učinkovitost elektroporacije v tako veliki 
meri pri tako majhni spremembi v velikosti plazmida. Poleg tega so konstrukti vstavljeni 
pod enak promotor, CMV3. Pokazano je bilo namreč, da se geni vstavljeni pod različnimi 
promotorji različno močno izražajo (Wen in sod., 2014).  
Mogoče je, da se elektroprenos genov zgodi in pride do težave kasneje. Morda se ti 
konstrukti ne izražajo v mišjih MMC, ker jih celice utišajo. Poleg tega so fragmenti 
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protiteles močno nagnjeni k agregaciji zaradi neugodnega redoks potenciala in prevelike 
gostote makromolekul v citoplazmi. Le majhen delež znotrajceličnih protiteles je topen v 
citoplazmi in malo je znanega o determinantah zaporedja, ki omogočajo to stabilnost. V 
nekaterih primerih se topnost lahko izboljša z dodatkom nekaterih peptidnih oznak (Kvam 
in sod., 2010). Če je scFv V5B2 v citoplazmi agregiral, se je lahko zakril epitop na oznaki 
His in ga nismo zaznali z imunocitokemijo. Tudi sekretornega scFv V5B2 morda nismo 
zaznali zaradi agregacije, saj se v tem primeru najverjetneje ne bi uspešno izločil iz celic. 
Znotrajcelična protitelesa se zaradi reducirajočega okolja v citoplazmi pogosto tudi ne 
zvijejo pravilno. Protitelesa se naravno namreč izločajo čez ER. Za rešitev tega problema 
se lahko doda aminokislinsko sekvenco »KDEL«, ki jih zadrži v ER (Marschall in Dübel, 
2016). Pripravljeno je bilo že takšno proti-prionsko protitelo, ki zadrži PrP
C
 v ER 
(Cardinale in sod., 2005). 
Da bi dosegli izražanje scFv V5B2 v mišjih MMC, bi lahko dodatno izboljšali 
elektroporacijo ali bi se poslužili nukleofekcije ali mikroporacije (Aluigi in sod., 2006; 
Wang in sod., 2009). V eni od študij, kjer je bila elektroporacija neuspešna, so z 
mikroporacijo uspeli doseči okoli 50 % transfekcijo in 80 % preživetje (Halim in sod., 
2014). Konstrukte scFv V5B2 bi lahko tudi vključili v druge vektorje in pod druge 
promotorje. Dodali bi lahko aminkoislinsko sekvecno »KDEL«. 
Ko bi uspeli doseči dovolj visoko prehodno transfekcijo scFv V5B2, bi lahko nadaljevali s 
stabilno. V ta namen bi lahko uporabili sistem transpozonov piggyBac (Ramanayake in 
sod., 2015). Po stabilni transfekciji bi mišje MMC ponovno preverili glede na izražanje 
celičnih označevalcev. V tem primeru bi lahko tudi analizirali množitveno sposobnost in 
diferenciacijski potencial celic. Če transfekcija in izražanje transgenov ne bi imela 
prevelikega vpliva na lastnost MMC, bi lahko nadaljevali s poskusi na miših.   
46 
Novak N. Izražanje fragmentov protiteles proti prionom v mezenhimskih … in njihova karakterizacija.  




V okviru magistrskega dela smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Optimalni pogoji elektroporacije mišjih MMC s plazmidom pcDNA3-eGFP so: 8 
pulzov, dolžina 1 ms in moč električnega polja 1,0 kV/cm v pufru SMEM do 
koncentracije 3 x 10
6
 celic/ml in 30 µg/ml plazmidne DNK. S temi pogoji smo 
dosegli 22,5 ± 2,4 % transfekcijo in 44,3 ± 10,4 % preživetje. 
 Elektroporacija ne vpliva pomembno na fenotip mišjih MMC. 
 Fragmentov protiteles nismo uspeli izraziti v sesalskih ne-imunskih celicah 
(MMC). Spremembe fenotipa zaradi izražanja transgena tako nismo mogli 
dokazati.   
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Prionske bolezni ali prenosljive spongiformne encefalopatije so redke nevrodegenerativne 
motnje, ki prizadenejo živali in ljudi. Povzročitelj bolezni je prionski protein (PrP), ki se 
nepravilno zvije in povzroči poškodbe možganov. Terapija, ki bi uspešno pozdravila te 
bolezni še ni poznana. V5B2 je monoklonsko protitelo, ki prepozna C-terminalni del 
prionskega proteina. V predhodnih študijah je bil pripravljen humaniziran scFv fragment 
protitelesa. Med težko in lahko variabilno regijo je bil dodan peptidni povezovalec, ki 
omogoča prehajanje fragmenta čez krvno-možgansko pregrado. Najnovejše raziskave 
kažejo, da so mezenhimske matične celice (MMC) potencialni vektorji za dostavo 
terapevtskih proteinov. MMC se lahko samoobnavljajo, diferencirajo v mnogo odraslih 
celičnih tipov, so imunosupresivne in imunopriviligirane ter lahko prehajajo krvno-
možgansko pregrado. V sklopu magistrskega dela smo poskusili izraziti fragment scFv 
protitelesa V5B2 v MMC in jih okarakterizirati glede na izražanje površinskih 
označevalcev.  
V prvem delu magistrske naloge smo uspešno izolirali MMC iz kostnega mozga miši, 
vzpostavili primarno celično kulturo, izolirali plazmidno DNK ter optimizirali prehodno 
transfekcijo. Za metodo transfekcije smo izbrali elektroporacijo s kvadratnimi pulzi. 
Končni optimizirani pogojih so bili: 8 pulzov, dolgih 1 ms, z močjo električnega polja 1,0 
kV/cm in frekvenco 1 Hz. Koncentracija celične suspenzije je bila 3 x 10
6
 celic/ml v 
visoko prevodnem SMEM, plazmidna DNK je bila dodana v koncentraciji 30 µg/ml. Pri 
teh pogojih je bila transfekcija učinkovita v 22,5 ± 2,4 %, preživelo je 44,3 ± 10,4 % celic. 
V drugem delu smo MMC elektroporirali s plazmidi, ki so imeli vključen zapis za scFv 
V5B2. Uporabili smo znotrajcelično in sekretorno različico plazmida. MMC smo po 
elektroporaciji okarakterizirali s pretočno citometrijo na izražanje površinskih 
označevalcev. Uporabili smo pozitivne označevalce CD44, CD73, CD105 in CD29 ter 
negativni označevalec CD45. Ugotovili smo, da je prišlo do zelo majhne spremembe v 
izražanju nekaterih označevalcev glede na ne-elektroporirane celice, vendar to 
najverjetneje ne bi vplivalo na diferenciacijski in množitveni potencial MMC. Da bi 
preverili, ali se v scFv V5B2 izražajo v mišjih MMC po elektroporaciji, smo 
znotrajceličnega zaznavali z imunocitokemijo, sekretornega pa s testom ELISA. Z nobeno 
od metod nismo dokazali prisotnosti scFv V5B2. Najverjetneje se ti konstrukti v mišjih 
MMC ne izražajo, ker pride do utišanja ali pa scFv V5B2 agregirajo in jih zato ni mogoče 
zaznati.  
V prihodnosti bi bilo potrebno dodatno optimizirati prehodno transfekcijo mišjih MMC. V 
ta namen bi bilo morda pametno izbrati drugo metodo. Po vzpostavitvi prehodne 
transfekcije bi bilo dobro nadaljevati s stabilno. Po tem bi bilo treba mišje MMC dodatno 
okarakterizirati, da bi bile primerne za nadaljnje raziskave na živih živalih.  
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DNK zaporedja konstruktov scFv V5B2 
 
pcDNA3-V5B2 
 
ATGGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGCCTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGA
AACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTGAGAATGTTGACAGTTATTTAGTAT
GGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCTCACCTCCTGGTCTATAATGCAAAA
ACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTTCAGTGGCAGTGGATCAGGCACACA
GTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAACCTGAAGATTTTGGGAATTATTACTG
TCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCGGTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCA
AACGGGCGAATTCCGGTGGAGGCGGTTCAGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGG
CGGAAGTGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTTGCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGC
AGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATGTGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACA
CCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGGCTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTT
GCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCATTATGCAACATATTATGCCGATTCAGT
GAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGATGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGC
AAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACACTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAG
GGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGCCAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAA
GCTTCACCACCACCACCACCACCACCACCACCACTAATGA 
 
pFLAG-V5B2 
 
ATGTCTGCACTTCTGATCCTAGCTCTTGTTGGAGCTGCAGTTGCTGACTACAAA
GACGATGACGACAAGCTTGCGGCCGCTGACATCCAGATGACTCAGTCTCCAGC
CTCCCTATCTGCATCTGTGGGAGAAACTGTCACCATCACATGTCGAGCAAGTG
AGAATGTTGACAGTTATTTAGTATGGTATCAGCAGAAACAGGGAAAATCTCCT
CACCTCCTGGTCTATAATGCAAAAACCTTAGCAGAAGGTGTGCCATCAAGGTT
CAGTGGCAGTGGATCAGGCACACAGTTTTCTCTGAAGATCAACAGCCTACAAC
CTGAAGATTTTGGGAATTATTACTGTCAACATCATTATGGTAATCCGACGTTCG
GTGGAGGCACCAAGCTGGAAATCAAACGGGCGAATTCCGGTGGAGGCGGTTC
AGGCGGAGGTGGCTCTGGCGGTGGCGGAAGTGGCTCGAGCGAGGTGCAGCTT
GCTGAGTCTGGTGGAGGATTGGTGCAGCCTAAAGGGTCATTGAAACTCTCATG
TGCAGCCTCTGGATTCACCTTCAACACCTACGCCATGAACTGGGTCCGCCAGG
CTCCAGGAAAGGGTTTGGAATGGGTTGCTCGCATAAGAAGTAAAAGTAATCAT
TATGCAACATATTATGCCGATTCAGTGAAAGACAGGTTCACCGTCTCCAGAGA
TGATTCACAAAGCATGCTCTATCTGCAAATGAAGAACTTGAAAACTGAGGACA
CTGCCATGTATTATTGTGTGAGACAGGGGCCTGATCAGGGGGCTTACTGGGGC
CAAGGGACTCTGGTCACTGTCTCTAAGCTTCACCACCACCACCACCACCACCA
CCACCACTAATGA 
